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RESUMO

Baculovirus s8o virus de inseto com grande potencial de uso em programas de
controle bioldgico principalmente devido ao seu apelo ecoldgico, uma vez que sio
altamente especificos ao inseto alvo e ndo apresentam toxicidade ao homem e ao meio
ambiente. Sua produgdo tem sido feita basicamente pela sua multiplicagdo no inseto
hospedeiro. Porém, a producéo de baculovirus em cultivos celulares oferece vantagens
em relagdo a multiplicagdo in vivo por ser um sistema controlavel, estéril, com alta
pureza do produto e por dispor de centenas de linhagens de células de inseto
estabelecidas. No entanto, sucessivas passagens do virus em cultura de células podem
resultar em alteragdes genéticas levando a perda de viruléncia. A alteracdo mais comum
refere-se a formacdo de mutantes FP (Few Polyhedra) devido a muta¢des no gene 25k
fp. O baculovirus Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV)
vem sendo utilizado com sucesso como agente de controle da lagarta da soja (4.
gemmatalis). Entretanto, sua produgdo tem sido feita in vivo e pouco se conhece sobre
sua produc@o em cultivos celulares. Nesse trabalho, os efeitos causados pela passagem
do virus AgMNPV em células BTI-Tn-5B1-4 foram estudados. A porcentagem de
células contendo muitos poliedros manteve-se alta e constante até a quinta passagem. A
partir desse ponto houve uma reducio significante na quantidade de células com muitos
poliedros com concomitante aumento na quantidade de células com poucos poliedros.
Em paralelo, houve um dramético aumento no titulo viral pela producdo de virus
extracelulares (budded virus). Todos esses pardmetros associados a analise
ultraestrutural caracterizam a geragdo de mutantes FP durante a passagem serial do virus
em cultura de células. Adicionalmente, os perfis de restricio do DNA viral obtido em

diferentes passagens mostraram similaridade revelando a auséncia de grandes

20



modificagdes genéticas, como dele¢des e inser¢des no genoma do virus. A indicagdo da
presenga de alteragdes menores como mutagdes pontuais no locus do gene 25k fp foi
comprovada pela determinag¢io da sequéncia nucleotidica deste gene nos mutantes
selecionados (sobrenadante da sétima passagem). Mutagdes pontuais foram detectadas
em trés clones (FP1, FP3, FP4) na regifio do gene 25k fp, incluindo sua regido
promotora, sendo que apenas um clone (FP5) ndo apresentou qualquer alteragdo nesse
gene. Com base na cinética de sintese de proteinas utilizado marcagfo radioativa, uma
redugdo na sintese da poliedrina (principal componente protéico dos corpos de oclusio)
foi também observada em todos os clones do tipo FP em comparagdo com o virus
padrdo. Além disso, a analise ultraestutrural dos clones FP revelou caracteristicas tipicas
de formagdo de mutantes FP como células com poucos ou nenhum poliedro, producdo
de poliedros amorfos com baixo numero de virions ¢ forma¢do de estroma virogénico
com intensa produ¢do de nucleocapsideos. Finalmente, variantes Many Polyhedra
(MP), apresentando um maior numero de poliedros por célula e um titulo de budded
virus similar ao virus parental, foram selecionados como parte de uma estratégia para

producio do virus em escala maior em cultivos celulares (biorreatores).
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ABSTRACT

Baculovirus are insect viruses with great application potential for biological
control programs due mainly to their ecological appeal, once they are highly specific to
the host insect and do not present toxicity to man and to the environment. Their
production has been made basically by their multiplication in host insects. Nevertheless,
baculovirus production in cell cultures offers advantages over the in vivo multiplication
for being a controllable, sterile, high pureness product yield process besides the fact of
hundreds of cell lines being already established. However, successive passages of the
virus in cell culture result in genetic alterations leading to loss of virulence. The most
common alteration is the FP (Few Polyhedra) mutants formation due to mutations in the
25k fp gene. Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV)
baculovirus is being used successfully as control agent of the soybean caterpillar (4.
gemmatalis). However, its production has been made in vivo and little is known on its
production in cell cultures. In this work, the effects caused by the passage of the
AgMNPV in BTI-Tn-5B1-4 cells was studied. The percentage of cells containing many
polyhedra remained high and constant until the fifth passage. From this point on there
was a significant reduction in the amount of cells with many polyhedra with
concomitant increase in the amount of cells with few polyhedra. In parallel, there was a
dramatic increase in the viral titer by production of extracellular virus (budded virus).
All these parameters associated to the ultra structural analysis characterize the FP
mutants generation during serial passage of the virus on cell culture. Additionally, there
was similarity in the viral DNA restriction endonuclease digestion profile of different
passages reveling no significant genetic modifications, such as deletions and insertions.

The indication that small alterations, such as point mutations, present in the 25k fp gene
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locus was confirmed by this gene nucleic sequence determination in the selected
mutants (seventh passage of supernatant). Point mutations in the 25k fp gene region
were detected in three clones (FP1, FP3 and FP4), including its promoter region, and
only one clone (FP5) did not present any alteration in this gene. Based on the protein
synthesis kinetics using radioactive labeling, a reduction in the polhyedrin synthesis (the
main component of the occlusion bodies) in all FP clones was also observed in
comparison to the standard virus. Moreover, the ultra structural analysis of the FP
clones disclosed typical characteristics of FP mutants formation such as cells with few
or no polyhedra, amorphous polyhedra production with low virions number and
virogenic stroma formation with intense nucleocapsid production. Finally, Many
Polyhedra (MP) variants, presenting a larger number of polyhedra per cell and a similar
to the parental virus budded virus titer, were selected as part of a strategy for a larger

viral scale up production in cell culture (bioreactors).
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INTRODUCAO

1. Baculovirus: Caracteristicas Gerais

Baculovirus compreendem o maior grupo de virus patogé€nicos a artropodes,
principalmente insetos da ordem Lepidoptera, Hymenoptera e Diptera (Theilmann ez al.,
2005). Mais de 700 baculovirus tém sido descritos infectando invertebrados, incluindo
espécies de insetos da ordem Coleoptera, e crustaceos da ordem Decapoda. Muitos
desses sdo considerados ou realmente usados como agentes de biocontrole de insetos-
praga (Moscardi, 1999). Apresentam alta especificidade, considerando que possuem
uma faixa de hospedeiros restrita a poucas espécies estritamente relacionadas, sendo
portanto, inofensivos a vertebrados, plantas ou outros invertebrados e microrganismos
(Moscardi, 1990; Tanada e Kaya, 1993). Esses virus sdo utilizados para o controle
biolégico de algumas pragas em culturas agricolas, pomares de frutas e areas florestais

(Szewczyk et al., 20006).

Os baculovirus, além de seu potencial uso como agentes de controle bioldgico,
tém sido bastante utilizados na industria biotecnolégica como sistemas de expressdo de
proteinas eucaridticas biologicamente ativas (Douris ef al., 2006). Uma grande
variedade de proteinas de importancia na area agricola e farmacéutica, incluindo vacinas
e diagnosticos para a satide animal e humana, tém sido expressas em niveis elevados,
em células de insetos usando baculovirus como vetores de expressio (Luckow e
Summers, 1988; Luckow, 1990; O'Reilly et al., 1992; Kost et al., 2005, Van Oers,

2006). As células de inseto sdo capazes de realizar glicosilagdo, fosforilagdo,
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oligomerizagdo e outras modifica¢cdes pos-traducionais (em proteinas) distintas de

sistemas bacterianos (Vialard et al., 1995).

Um outro potencial de utilizagdo dos baculovirus é como vetor de transferéncia
para terapia génica em células de mamiferos (Boyce e Bucher, 1996; Hofmann e
Strauss, 1998; Liang et al., 2004; Tani ef al., 2003). Os baculovirus entram nas células
animais liberando o material genético no nicleo, sem a ocorréncia de replicagéo viral.
Algumas vantagens especificas dos baculovirus como vetor sdo: a falta de toxicidade e
replicagdo, capacidade de clonagem de grandes fragmentos de DNA e sua facilidade de

construgdo e produgao (Hu, 2006).

Recentemente, a produ¢do de imunogénicos eficientes tem sido possivel devido
a uma nova estratégia denominada Baculodisplay que consiste na fusio de proteinas de
interesse a glicoproteina GP64 de baculovirus, presente na membrana da célula

hospedeira (Kost et al., 2005).

Os baculovirus pertencem a familia Baculoviridae e possuem DNA dupla fita,
circular, variando de tamanho entre 80 a 180 kilobases (kb), cujo genoma codifica de
100 a 200 proteinas. Os genes que codificam essas proteinas estdo envolvidos na
replicag¢@o e transcricdo do DNA, estrutura do virus e outras fungdes voltadas para o
estabelecimento e reprodugdo do virus (Arif, 1986; Blissard et al., 2000; Theilmann e?
al., 2005). O DNA viral se condensa dentro do capsideo em uma estrutura protéica
denominada core ¢ este conjunto ¢ referido como nucleocapsideo. Os nucleocapsideos
sdo envelopados formando os virions que ficam embebidos em uma matriz protéica

conhecida por corpo de oclusio (OB — occlusion body) que os protege de condi¢des
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ambientais adversas (Miller, 1997; Rohrmann, 1999). A exposi¢do do virus a luz solar
do ambiente de campo ou a luz UV, prejudicam a atividade viral devido a desidratacéo e

inativacdo do seu DNA (Szewczyk ef al., 2006).

Os baculovirus estdo subdivididos em dois géneros: Nucleopolyhedrovirus
(NPV) e Granulovirus (GV) devido ao tamanho, morfologia e formagio protéica dos
seus corpos de oclus@o. As proteinas de oclusdo, principalmente a poliedrina para os
NPV e granulina para GV, correspondem cerca de 95% do contetido protéico das

particulas OB, variando de 25-33kDa (Theilmann ez al., 2005).

Nos Nucleopolyhedrovirus, os corpos de oclusdo possuem formato poliédrico e
podem medir de 0,15 a 15um (Rohrmann, 1986). Essas particulas OB s3o comumente
chamadas de poliedros e podem conter virions com um tnico nucleocapsideo (single —
SNPV) ou com dois ou mais nucleocapsideos por envelope, sendo do tipo multiplo
(multiple — MNPV). O envelopamento e montagem dos nucleocapsideos ocorrem no

nucleo das células hospedeiras (Theilmann ef al., 2005).

Nos Granulovirus, os corpos de oclus@o sdo pequenos granulos com formato
oval, variando em tamanho de 0,3 a 0,5um, geralmente, contendo em seu interior uma
particula viral (ou, mais raramente, duas). Estas particulas sdo montadas entre os
conteudos nuclear e citoplasmaticos da célula apds a ruptura da membrana nuclear de

células infectadas (Theilmann et al., 2005).
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Trabalhos mais recentes tém mostrado que a divisdo dos baculovirus baseada na
morfologia das particulas de oclusdo nfo reflete a historia evolucionaria dos NPV

(Herniou et al., 2004; Jehle et al., 2006a).

Estudos filogenéticos revelaram que o género NPV da familia Baculoviridae
pode ser subdividido em dois grupos: NPV do grupo I ¢ NPV do grupo II. Particulas
Budded Virus do grupo I de NPV contém a glicoproteina GP64 como a principal
proteina do envelope, no entanto, outra proteina de fusdo do envelope denominada
proteina F (open reading frame - ORF [ld-130) é caracteristica de NPV do grupo II
(Pearson et al., 2000; Herniou et al., 2001). Subdivisdes desses grupos foram propostas
com base na andlise filogenética das seqiiéncias dos aminoacidos da poliedrina e da

DNA polimerase (Zanotto ef al., 1993; Bulach et al., 1999; Dalmolin ef al., 2005).

Herniou ¢ colaboradores (2004) demonstraram uma clara divisdo dos
baculovirus com base no inseto hospedeiro e consideraram a possibilidade de um ou
dois novos gé€neros. Determinaram entdo que NPV de Diptera e Hymenoptera sdo

grupos filogeneticamente separados dos grupos NPV e GV de Lepidoptera.

Recentemente, Jehle e colaboradores (2006b), utilizando-se de uma analise
filogenética comparativa entre 29 genomas de baculovirus, propuseram uma nova
classificacdo e nomenclatura para a familia Baculoviridae, que foi subdividida em
quatro géneros de acordo com o tipo de inseto hospedeiro:

1. Alfabaculovirus: compreendem os SNPV e MNPV de lepiddpteros que produzem
ambos fenotipos virais, Budded Virus (BV) e Occluded Derived Virus (ODV).
2. Betabaculovirus: compreendem os GV de lepidopteros que produzem ambos

fenotipos virais, BV e ODV.
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3. Gamabaculovirus: compreendem os SNPV de himendpteros que ndo possuem
genes para a formagao da particula BV, sugerindo sua auséncia.
4. Deltabaculovirus: compreendem os NPV de dipteros que produzem ambos

fenoétipos virais, BV e ODV.

O baculovirus mais explorado em termos de conhecimento de sua biologia
molecular, € o Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPYV)
isolado da lagarta de alfafa. Seu genoma possui 134 kb e contém 154 ORF codificando
aproximadamente 150 genes (Ayres ef al., 1994). A maioria dos estudos com AcMNPV
foi possivel principalmente devido a sua facil propagag@o em células de insetos e ampla

abrangéncia de insetos hospedeiros alcancando cerca de 145 espécies (Goulson, 2003).

2. Ciclo de Infeccao

Duas formas virais sdo necessarias para completar o ciclo de infeccéo no inseto
hopedeiro: o virus extracelular (BV) e o virus derivado de oclusdo (ODV). Esses
ultimos sdo imersos dentro do OB, também chamado de poliedro nos
Nucleopolyhedrovirus. BV e ODV sdo particulas infectivas envelopadas e
geneticamente idénticas, mas diferem quanto a morfologia e composi¢do protéica,
origem dos envelopes virais, modo de penetracdo na célula hospedeira e infectividade
(Blissard ¢ Rohrmann, 1990; Rohrmann, 1992; Braunagel ¢ Summers, 1994). Essas
diferengas conferem distintos papéis funcionais aos fendtipos BV ¢ ODV (Blissard,

1996).

Os BV sdo formados por um tnico nucleocapsideo com envelope derivado da
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membrana plasmatica do hospedeiro (de onde brotam) que é modificado por uma ou
mais proteinas virais, sendo a GP64 a principal proteina do envelope. Os ODV sédo
constituidos por um ou multiplos nucleocapsideos envolvidos por um envelope
originado do niicleo da célula composto por numerosas outras proteinas virais diferentes

do envelope dos BV (Braunagel ef al., 2003).

Pepléomeros (GP64)
AW OB (Occlusion body)

— nucleocapsideos \‘
/ \

DNA DNA —
viral viral

v b

BV (Budded Virus) ODV (Occlusion Derived Virus)

Figura 1 - Estrutura dos fenétipos virais BV e ODV.

As particulas BV e ODV possuem especificidade distinta para infectar diferentes
tecidos. O envelope do ODV parece ser especializado em interagir com a poliedrina e é
altamente infeccioso para as células epiteliais colunares do intestino do inseto, enquanto
o envelope do BV ¢ especializado em infectar células da hemocele e outras células do
inseto, assim como células em cultura. Além disso, as particulas virais utilizam
diferentes modos de penetragdo para entrar nas células hospedeiras. Os ODV entram por
fusdo do envelope viral com as microvilosidades das células colunares e os BV entram
nas células por endocitose adsortiva mediada por receptor (Blissard ¢ Rohrmann, 1990,

Volkman e Goldsmith, 1985).
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Em uma infec¢do natural (Figura 2), o inseto hospedeiro ingere corpos de
oclusdo (OB) como contaminantes de seu alimento. A matriz protéica ¢ solubilizada no
ambiente altamente alcalino (pH 10 - 11) do intestino médio da larva liberando as
particulas virais (ODV) (Blissard ¢ Rohrmann, 1990; Blissard, 1996; Miller 1997;
Volkman 1997). Os ODV liberados no intestino atravessam a membrana peritrofica e
ligam-se as células colunares epiteliais mediados por receptores presentes no envelope
lipoprotéico das células (Horton e Burand, 1993; Haas-Stapleton ef al., 2004) onde se
fundem as microvilosidades dessas células liberando nucleocapsideos no citoplasma e

estabelecendo a infec¢do primaria (Keddie ez al., 1989).

Os nucleocapsideos atingem o niicleo das células, por um mecanismo mediado
por filamentos de actina (Charlton e Volkman, 1993), onde sdo desnudados liberando o

DNA viral e iniciam o processo de replicagdo do virus.

Nucleocapsideos de progénie MNPV provenientes de ODV atravessam o
citoplasma da célula, brotam da membrana celular adquirindo um envelope lipoprotéico,
atuando como BV e infectando as células da hemocele ou da epiderme traqueal
estabelecendo a infeccdo primaria nestas células. Este mecanismo parece ser uma
vantagem seletiva dos MNPV em relacdo aos SNPV uma vez que outras células foram
primariamente infectadas antes que se completasse a replicacdo do virus nas células

alvo primarias (Washburn et al., 2003).

Com a replicagdo, as particulas virais produzidas migram para o citoplasma

atingindo a membrana plasmatica de onde brotam adquirindo um envelope e formando

os BV. Os BV produzidos sdo liberados na hemocele e infectam outras células no
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organismo. S3o0, portanto, os responsaveis pelo espalhamento sistémico da infecgio
dentro do hospedeiro e ao infectarem novas células e tecidos produzem a infecgdo
secundaria. Os BV também sfo as particulas infectivas responsaveis pela infeccdo em

cultura de células (Blissard e Rohrmann, 1990).

Com o progresso da infecgdo, nucleocapsideos que se acumulam sdo
envelopados de novo no nucleo por uma membrana, que acredita-se ser derivada da
propria membrana nuclear, e envoltos por uma matriz protéica cristalina gerando os
corpos de oclusdo (OB) que se acumulam no nucleo das células infectadas. Os corpos
de oclusdo (poliedros) sdo liberados durante a lise celular no final do ciclo de infecg¢éo

(Blissard e Rohrmann, 1990; Hong et al., 1994).

Em estudos com larvas de lepiddpteros infectadas com NPV, observou-se que,
em geral, a infecgdo leva a uma série de mudangas comportamentais ¢ morfoldgicas que
culminam na morte da larva apds alguns dias. Ha4 uma reduc¢do na alimentagio larval e
retardo do crescimento do inseto, sendo que na maioria das vezes ndo ocorre a mudanga
de instar. Além disso, o inseto perde a coloragdo original do tegumento, tornando-se
mais claro. No estagio terminal da infeccdo duas proteinas virais, catepsina e quitinase,
atuam em conjunto para facilitar a desintegracdo da cuticula do hospedeiro (Hawtin et

al., 1997).

Apos a morte, a cuticula da larva se desintegra e rompe liberando grandes
quantidades de OB no ambiente. Estes servem de inoculo para infectar novas
populagdes do inseto hospedeiro (Granados e Federici, 1986; Volkman e Keddie, 1990).

Os OB sio responsaveis pela transmissdo horizontal do virus (inseto - inseto).
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Devido ao fato da particula viral ODV ser a responsavel pela infec¢do primaria
de células do intestino médio da lagarta, o estudo da quantidade e qualidade dessas
particulas na formag¢fo dos OB, assim como da quantidade e qualidade dos OB, sdo de

fundamental importéncia para a investigag@o da viruléncia do baculovirus.

OB
(Occlusion body)
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(Occlusion derived virus)

Figura 2 — Ilustragfo do ciclo de infec¢do dos baculovirus. (sv— estroma virogénico).

A lagarta ingere OB que se dissolve no intestino liberando particulas infectivas de
ODV responsaveis pela infec¢do primaria da célula. Com a replicagéo viral na regido do
sv s@o formados nucleocapsideos que podem ter 2 destinos: adquirir um envelope ao
brotar da membrana citoplasmatica e formar o BV, ou ser envelopado no ntcleo e
envolto por uma matriz protéica formando o OB. Alguns ODV de progénie MNPV
podem atravessar o citoplasma da célula colunar e estabecer infec¢do primaria em
outros tipos celulares.
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3. Replicacdo Viral em Cultura de Células

3.1 Replicaciio do virus e morfogénese viral

A maioria dos estudos de replicacéio viral e morfogénese tem sido baseados em
sistemas utilizando linhagens de células derivadas de Trichoplusia ni e Spodoptera
frugiperda infectadas pelo virus AcMNPV  (Volkman e Summers, 1977; Volkman e
Knudson, 1986; Williams e Faulkner, 1997; Hefferon e Miller, 2002). No entanto,
replicagdes de outros baculovirus tém sido relatadas: BmNPV (Rahman e Gopinathan,
2004); HaSNPV (Lua e Reid, 2000; 2003); LAMNPV (Slavicek et al., 1992) e

AgMNPYV (Castro et al., 1997; Castro et al., 2006).

O processo de replicagdo dos Nucleopolyhedrovirus em cultura de células
acontece de forma similar a replicaco in vivo resultando na formagéo de duas progénies
infecciosas. Porém, em cultivos celulares os BV sdo os principais responsaveis pela
infeccdo por serem até duas mil vezes mais infecciosos que os ODV (Keddie e
Volkmann, 1985). Portanto, a infec¢do em cultura de células ¢ iniciada com BV obtido
diretamente da hemolinfa de insetos infectados ou do sobrenadante de cultura de células

(Volkman e Knudson, 1986).

Para os baculovirus do Grupo I dos NPV, essa fun¢do ¢ mediada por uma
proteina de envelope, conhecida como GP64. Essa glicoproteina constitui o principal
componente dos pleplomeros, uma estrutura em forma de proje¢des presente na
superficie do nucleocapsideo dos BV (Blissard, 1996). Recentemente, Zhou e Blissard
(2008) demontraram que a entrada do virus envelopado nas células hospedeiras é

tipicamente iniciada pela interagdo entre uma glicoproteina de envelope viral e um
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receptor da célula hospedeira.

Em cultura de células, o ciclo de replicacdo pode ser dividido em trés fases
temporais: inicial (early), tardia (late) e muito tardia (very late). Estas fases
correspondem a reprogramacdo da célula para a replicagdo viral, produgio de BV e
producdo de OB (O’Reilly et al., 1992; Blissard, 1996). A transi¢do entre as fases conta
com uma cascata transcricional em que cada fase sucessiva ¢ dependente da expressao

de genes da fase anterior (Kool et al., 1995; Arhens ef al., 1995).

A fase inicial (early) comeca com a entrada do virus na célula e se estende até
replicagdo do DNA viral (0 — 6h p.i.). No inicio dessa fase, os genes virais sdo
transativados por fatores transcricionais do hospedeiro (RNA polimerase do hospedeiro)
ndo necessitando das proteinas virais. No final, as proteinas virais produzidas ativam os
genes necessarios para a replicacdo do DNA viral e transcricdo de genes tardios

(Hefteron e Miller, 2002).

A fase seguinte (late) é caracterizada pela produg¢do de BV, inicia com a
replicagdo do DNA viral e se estende até o inicio da transcri¢cdo dos genes very late (6 —
12h p.i.). No inicio dessa fase ocorre a hipertrofia do ntcleo, seguido de alteragdo
progressiva da forma celular (arredondamento) concomitante com a mudanca na
distribui¢do da cromatina ¢ da morfologia nucleolar. Em seguida, ha uma extensiva
replicacdo do DNA viral, sintese de proteinas estruturais do nucleocapsideo e intensa
producio de BV. Durante esta fase o estroma virogénico ¢ formado no nicleo indicando
a alta producdo de particulas virais. Os virions migram pelo citoplasma e interagem com
a membrana plasmatica de onde brotam adquirindo um envelope e formando os BV

(Volkman e Knudson, 1986, Williams e Faulkner, 1997).
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A tltima fase da replicagdo viral (very late) inicia com a transcrigdo dos genes
very late e termina com a lise celular e liberagdo dos OB (12 — 72h p.i.), (Lu e Miller,
1997). Com a transcrigdo dos genes very late a producdo da particula BV ¢é reduzida, e
os nucleocapsideos produzidos no nucleo da célula adquirem um envelope que pode
englobar apenas uma particula (SNPV) ou varias particulas (MNPV). Os
nucleocapsideos assim produzidos si3o embebidos em uma matriz formada
principalmente pela proteina poliedrina acumulando-se no nicleo das células (O’Reilly

et al., 1992).

Baculovirus: Processo de Infecgéo

[ Adsor¢ao do virus ]
Fase inicial [ Endocitose adsortiva ]
(0-6hp.i) v

[ Entrada no nucleo celular ]

v

[ Desnudamento do nucleocapsideo ]

v

[ Transcricdo de genes early ]

v

Fase tardia [ Replicagdo do DNA viral ]
(6-20hp.i.) v

[ Expressdo de genes /late ]

[ Particulas BV ] “ [ Montagem do nucleocapsideo ]

Fase muito tardia [ Transcri¢@o de genes very late ]

v

[ Formagao dos corpos de oclusdo ]

v

[ Corpos de oclusdo - OB ] <+ [ Lise da célula e liberagdo dos OB ]

(a partir de 20h p.i.)

* Tempos baseados na infec¢do do AcMNPV em células [PLB-SF 21AE
(O’Reilly et al., 1992).

Figura 3 - Esquema do processo de infec¢do por baculovirus em células de insetos.
Figura modificada com base em Acharya et al. (2002).
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A literatura relata o estabelecimento de cerca de 500 linhagens celulares
provenientes de mais de 100 espécies de insetos (Lynn, 1999) as quais apresentam
diferente permissividade para replicagdo viral. Uma linhagem é permissiva quando ha
replicagdio e todas as etapas do ciclo viral sdo executadas, culminando na produgéo de
corpos de oclusio e na lise da maioria das células infectadas. Linhagens
semipermissivas permitem a replicagdo parcial do virus nas células, possivelmente
devido a restricdes em diferentes estagios do ciclo (Bilimoria et al., 1992). Linhagens
abortivas sdo aquelas em que o virus pode ou ndo induzir efeitos citopaticos, mas ndo ha

producdo de particulas infectivas (Carpenter e Bilimoria, 1983; Liu, 1987).

Estudos de especificidade e espectro de hospedeiros tém sido realizados em
diferentes linhagens de células de insetos, utilizando virions BV obtidos a partir do
sobrenadante de células ou da hemolinfa de insetos infectados (Knudson e Tinsley,

1974; Volkman e Summers, 1977; Mclntosh ef al., 2005).

A infectibilidade ¢ um aspecto da replicagdo viral que pode variar entre as
linhagens celulares. Lynn (2003a; 2003b) comparou 12 linhagens de células de insetos
quanto a susceptibilidade de infeccdo por BV e ODV dos virus AcMNPV, AfMNPV e
AgMNPV. As diferentes linhagens celulares exibiram diferencas de infectividade por
BV e ODV. A infectividade do AgMNPV em cultura de células também tem sido
investigada para outras linhagens de células. A linhagen BTI-Tn-5B1-4 de Trichoplusia
ni mostrou ser altamente produtiva, em quantidade de poliedros e formagdo de BV para
o virus AgMNPV, assim como a linhagem UFL-AG-286 de Anticarsia gemmatalis

(hospedeiro natural de AgMNPV) (Castro et al., 1997; Castro et al., 2006).
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4. Baculovirus como Agente de Controle Biologico

O uso de pesticidas quimicos tem varias conseqiiéncias indesejaveis, incluindo o
desenvolvimento de hospedeiros resistentes, a redu¢do da fertilidade do solo e efeitos
adversos na saide de organismos nfo-alvo. Em contraste, os baculovirus podem ser
usados como inseticidas bioldgicos como alternativa aos inseticidas quimicos, sendo

seguros a saide humana e ao meio ambiente (Weiss ef al., 1994).

A maioria dos baculovirus usados como agentes de controle bioldgico pertencem
ao género Nucleopolyhedrovirus. Estes virus sdo altamente especificos e virulentos aos
seus hospedeiros, e infectam principalmente representantes da ordem Lepidoptera

(Castro et al., 1999).

O uso de baculovirus como bioinseticida tem sido intensivamente relatado. Por
mais de 20 anos os baculovirus tém sido comercializados para o controle de pragas
(Wood e Granados, 1991; Moscardi 1999; Moscardi et al., 2002; Moscardi ¢ Souza,

2002; Moscardi e Santos, 2005; Szewczyk et al., 2006).

Apesar de baculovirus serem mundialmente utilizados como inseticida
comercial, sua expansdo tem sido prejudicada por fatores como: demora na morte do
inseto, inativagdo do inseticida pela radiagio solar, dificuldades técnicas de produgéo do

virus e custo de produgdo do bioinseticida (Moscardi, 1999).

A tabela a seguir apresenta alguns virus utilizados em diferentes paises como

bioinseticidas para controle de pragas.
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Tabela 1- Principais baculovirus registrados como bioinseticidas

Espécie de Inseto | Baculovirus Cultura Pais/Regido
Adoxophyes orana GV maga Suica
Agrotis segetum GV cenoura, algoddo Dinamarca, Russia
Anagrapha falcifera NPV algodao, hortalicas EUA
Anticarsia gemmatalis NPV soja Brasil, Paraguai
Autographa californica NPV algodao, hortalicas EUA, China
Cydia pommonella GV maga, péra Europa, EUA, Russia
Dendrolimus sibericus NPV pinheiros, floresta Russia
Erinnyis ello GV mandioca Brasil
Helicoverpa spp. NPV algodao, hortalicas, leguminosas | EUA, Chir}a, Russia, Tailandia,

Australia, India

Homona magndnima GV cha Japao
Hypantria cunea NPV e GV frutiferas e parques Bulgéria, Russia
Leucoma salicis NPV parques ornamentais Russia, Polonia
Lymantria dispar NPV florestas EUA, Canada, Russia
Mamestra brassicae NPV couve, ervilha, beterraba Europa, Russia, Bulgaria
Malacosoma neustria NPV frutiferas, parques Russia
Neodiprion lecontei NPV florestas Canada
Neodiprion sertifer NPV pinheiro EUA, Europa, Russia
Orgyia pseudotsugata NPV florestas EUA, Canada
Pieris rapae GV hortaligas China
Spodoptera litura NPV algodao, hortaligas China
Spodoptera litoralis NPV algodao Africa, Franga
Spodoptera exigua NPV hortaligas, ornamentais EUA, Europa, Tailandia
Spodoptera frugiperda NPV milho Brasil

(fonte: Chen, 2001; Moscardi e Souza, 2002)
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Szewczyk et al. (2006) apresentaram duas propostas para melhorar a aplicagéo
de baculovirus como biopesticida:
- Em paises onde o uso de organismos geneticamente modificados (OGM) ¢ restrito
deve-se investir no desenvolvimento de processos de producio in vitro e de formulagdes
do bioinseticida, além da melhoria de diagnosticos para identificag@o de baculovirus,
- Em paises onde o uso de OGM ¢ permitido deve-se investir na modificagdo genética
de baculovirus existentes para melhoramento de suas caracteristicas inseticidas tais

como redu¢do no tempo de mortalidade do inseto, aumento do espectro de hospedeiros.

4.1 Anticarsia gemmatalis MNPV

O Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) foi
originalmente isolado de larvas de 4. gemmatalis coletadas em Campinas - SP (Allen e
Knell, 1977). A partir de 1979 o virus foi produzido, formulado e aplicado para

controlar a lagarta da soja, seu hospedeiro natural.

A aplicagdo do bioinseticida “Baculovirus anticarsia”, desenvolvido pela
Embrapa Soja (Londrina — PR) para o controle da lagarta da soja no Brasil, representa o
programa de maior sucesso no mundo com emprego de pesticida viral (Moscardi, 1999;
Moscardi et al., 2002). Foi introduzido no sul do Pais no inicio da década de oitenta e
vem sendo aplicado em ambito nacional, anualmente, em aproximadamente dois
milhdes de hectares de soja (Moscardi, 1983; Moscardi e Santos, 2005). O baculovirus
anticarsia depende do inseto hospedeiro para sua replicacdo e sua producdo in vivo ¢é

influenciada por fatores bidticos e abidticos que afetam a abundéancia do inseto
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hospedeiro (Moscardi, 1999). Sua produg¢do se da por meio de insetos infectados no
proprio campo de soja, em casas teladas ou criados em laboratorio e alimentados com

dieta artificial (Black et al., 1997; Moscardi e Souza, 2002).

5. Producio de Baculovirus em Sistemas in vitro

A producdo do biopesticida baculovirus pode ser feita em dois sistemas:
poliedros podem ser multiplicados em uma lagarta viva (in vivo) ou o virus pode ser
replicado em cultura de células de inseto (in vitro). Todos os inseticidas, a base de

baculovirus, comercialmente disponiveis sdo produzidos na propria lagarta.

Problemas como o controle de qualidade da produ¢do in vivo, limitagdes no
estabelecimento de criagdo de determinados insetos hospedeiros e a dificuldade em
estabelecer uma producdo que atenda a demanda de mercado tém estimulado o
desenvolvimento da pesquisa e da produgéo in vitro de inseticida a base de baculovirus

(Goodman e Mclntosh, 1994; Shuler ef al., 1995).

A produgdo in vitro envolve o cultivo e infeccio de células de insetos
suscetiveis. Cultura de células de insetos tem tido diversas aplicagdes na virologia,
incluindo o crescimento e replicagdo de baculovirus, assim como o estudo da biologia
molecular e a genética das viroses. Além da utilizagdo potencial de linhagens celulares
de insetos para a produgdo de inseticidas virais, outras aplicagdes tém sido relatadas
como a producdo de vacinas e expressdo de proteinas heterologas utilizando baculovirus

como vetor de expressao (Smith ez al., 1983; Jarvis, 1997; Marks, 2003).
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A cultura de células em suspensdo pode ser realizada em frascos shaker-Schott e
em frascos spinner, para pequenos volumes de suspensdo ou em biorreatores quando se

quer produzir grandes volumes de suspensio.

Rodas et al. (2005) desenvolveu parametros para optimizar a producdo de
poliedros do virus AGMNPV em cultura de células Sf9 em frascos shaker-Schott. Este
sistema em comparagdo ao sistema com frascos spinner permitiu uma taxa maior de
transferéncia de oxigénio e apresentou melhores resultados de crescimento celular.
Dependendo do valor de multiplicidade da infec¢do (MOI) utilizado houve variagdo do
crescimento celular e da produgéo de poliedros, sendo que com o aumento do MOI estas
taxas decresciam. A maior produgdo de poliedros foi de 8x10” OB/ml (com MOI de 0,1)

¢ a maior quantidade de poliedro por célula foi de 18,3 OB/célula (com MOI de 1).

Visando a producdo do virus AgMNPV, Gioria e colaboradores (2006)
adaptaram células UFL-AG-286 ao crescimento em cultura de suspensdo com frascos
spinner. Essas células ndo formavam agregados e foram suscetiveis a infec¢do pelo
virus AgMNPV. Desta forma, obteve-se alta producio de suas progénies virais: BV

(6,3x10® Pfu/ml) e de OB (5,8x10” OB/ml e 64 OB/célula).

O sistema de producdo do baculovirus em cultura de células é uma alternativa
para a producdo de virus e apresenta diversas vantagens: é controlavel, resulta em um
produto com maior pureza ¢ em grandes quantidades. Além disso, linhagens celulares
podem ser testadas, selecionadas e adaptadas para producdo em larga escala onde
condigdes fisiologicas podem ser controladas e voltadas para um 6timo crescimento

celular, o que melhora a produgéo viral. Viroses produzidas em cultura de células sdo
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livres de agentes contaminantes, grandes proteinas e cuticula de insetos e seu produto

final ndo é alergénico a humanos (Weiss et al., 1994).

Até o momento, a producio de baculovirus em células de insetos em larga escala
(biorreatores) ndo tem sido viavel comercialmente. Uma das principais causas € a perda
de viruléncia durante passagens seriadas necessarias ao processo de aumento da
producido (scaling up) do patdégeno (Weiss et al., 1994; Slavicek et al., 1995; Moscardi
e Souza, 2002). No entanto, para que a producdo de baculovirus em cultura de células
seja viavel comercialmente, é necessario que haja a produg¢do de OB virulentos ¢ a

diminui¢do do custo de produgdo do produto final.

5.1. Efeito Passagem

A acumulacdo de alteragdes gendmicas de baculovirus através de ciclos de
replicagdo em insetos, cultivos celulares ou em biorreatores ¢ denominada “efeito
passagem” (Faulkner, 1981; Krell, 1996). Grandes mudangas no genoma do baculovirus

aparecem durante a passagem serial em cultura de células (Lua ef al., 2002).

Durante a multiplicagdo do virus em cultivos celulares hd uma grande
plasticidade gendmica devido ao alto nimero de particulas virais produzidas durante
cada ciclo de replicagdo e ao curto tempo para geracdo da nova progénie. Devido a
recombinagdes ¢ erros de replicacdo do DNA, ha certa probabilidade de erro a cada
passagem levando o genoma do baculovirus a mutagdes pontuais, delegdes, rearranjos,

inversoes, reiteragdes e aquisi¢do de DNA da célula hospedeira (Krell, 1996).
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Algumas dessas alteragdes so silenciosas e conferem vantagem seletiva, outras
sdo letais e, portanto, eliminadas com a passagem. Entretanto, algumas alteragdes
podem aumentar a vantagem replicativa do virus de tal forma que o virus mutante passa
a competir com o genotipo original do virus durante passagens sucessivas. Aquelas
alteracdes genotipicas que aumentam a capacidade replicativa do virus em células
hospedeiras, ou insetos, sdo amplificadas em cada passagem e eventualmente passam a

dominar o genotipo original (Krell, 1996).

Mutagdes comuns, devido ao efeito passagem sdo: formagdo de virus
interferentes defectivos (DI) e de Mutantes FP (Few Polyhedra). Ambas se tornam
predominantes em relacdo ao virus parental e reduzem a produg¢do de poliedros
drasticamente (Gooijer et al., 1989; Kumar e Miller, 1987). Devido a diminuigdo da
viruléncia de poliedros, a importancia do efeito passagem na produgdo de um patdgeno

viral eficiente para o controle de insetos tem sido investigada (Payne, 1988).

5.1.1. Virus interferentes defectivos (DI)

Virus interferentes defectivos sfo formados por delecdes sequenciais e
acumulativas do DNA viral resultando em grandes perdas do genoma padrido e
necessitam de um virus auxiliar para sua replica¢do. Esses virus contém apenas parte do
genoma viral, replicam mais rapidamente (pois sdo menores), precisam de um virus
intacto capaz de produzir as proteinas necessarias a replicag@o viral e competem com a
replicacdo do virus padrio (Bangham e Kirkwood, 1990). A maioria das particulas
defectivas esta presente em altas passagens do virus, e ¢ produzida rapidamente quando
¢ usado um alto valor de multiplicidade de infec¢do (MOI). A concentragio do DI

aumenta em relacdo ao virus original e, portanto o titulo do virus parental vai
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declinando a cada passagem. E comum a ocorréncia de grandes delegdes no genoma

dessas particulas (Pijlman et al., 2001).

O actimulo de virus DI de baculovirus com grandes dele¢des parece ser um
fendmeno geral. Foi inicialmente observado por Koll et al. (1991), apds passagem
seriada de AcMNPV-E2 em células Sf21, a acumulagdo de DI contendo uma delegéo
principal de aproximadamente 43% (d43) do DNA genomico. A regifo deletada possui
genes que estdo envolvidos com a replicagdio do DNA de baculovirus, tais como lef-1,
lef-2, lef-3, e DNA polimerase (Kool et al., 1995; Lu e Miller, 1995). Em trabalhos
anteriores foi demonstrada a geragdo de DI de AcMNPV com dele¢des similares a essas
(Carstens, 1982; Lee e Krell, 1992; Van Lier et al, 1994; Wickham et al., 1991). Da
mesma forma, particulas DI apds infec¢do com Bombyx mori NPV (BmNPV)
apresentaram dele¢des semelhantes nesta regido (Hashimoto ef al.,1993; Yanase et al.,

1998).

Com relagdo a estudos com AgMNPV, Rodas et al. (2005) detectaram a geracio
de particulas interferente defectivas durante a passagem serial deste virus em células
S19, de Spodoptera frugiperda, em suspensdo. Com a passagem houve a perda de
viruléncia, um decréscimo no mimero de poliedros produzidos, diminui¢do do titulo de

BV e alteragfo no padrio de restricio do DNA viral.

5.1.2. Mutantes FP (Few Polyhedra)

O fendtipo do mutante FP ¢é caracterizado por um decréscimo na produgéo total

dos corpos de oclusdo (OB), um decréscimo no nimero de corpos de oclusdo por célula
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infectada, um decréscimo no ntmero de virions oclusos em OB, alteracio no
envelopamento do nucleocapsideo intranuclear ¢ um aumento no nimero de OB
morfologicamente anormais e ou menos virulentos (Hink e Vail, 1973; Harrison e
Summers, 1995a; Slavicek et al., 1995; Katsuma et al., 1999a). A sintese de grandes
quantidades de BV em comparagdo com o tipo selvagem do virus (Many Polyhedra)
também ¢ observada em muitos casos (Potter ef al., 1978; Harrison ¢ Summers, 1995a;

Slavicek ef al., 1995).

A mutagdo FP confere um fendétipo dominante ao virus sob condi¢des de
propaga¢do em cultura de células (Fraser e Hink, 1982; Kumar e Miller, 1987; Cary et
al, 1989). Esta mutacdo ja foi identificada em varios virus como: Autographa
californica MNPV (Hink e Vail, 1973), Trichoplusia ni MNPV (Potter et al., 1976),
Galleria mellonella MNPV (Fraser et al., 1983), Lymantria dispar MNPV (Slavicek et
al., 1992), Orgyia pseudotsugata (OpMNPV) (Russel ¢ Rohrmann, 1993) e Helicoverpa

armigera SNPV (HaSNPV) (Chakraborty e Reid, 1999; Lua et al., 2002).

Durante a passagem serial do virus, o aumento da produc¢io de BV pode resultar
em uma rapida conversio da populagdo viral com fenotipo Many Polyhedra (MP) para a
populagdo com fendtipo Few Polyhedra (FP) (Slavicek et al., 1995; Pedrini et al.,
2004). O fenotipo FP é selecionado por aumentar a producdo de BV, essenciais para a
replica¢do do virus em células (Slavicek et al., 1995; Harrison ¢ Summers, 1995a, Bull

et al., 2003).

O resultado da passagem prolongada do baculovirus, in vitro, foi inicialmente

demonstrado por MacKinnon et al. (1974) para o virus Trichoplusia ni NPV em células
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TN-368. Em passagens tardias (50 passagens) foram observados poucos poliedros desse
virus por célula e esses se apresentaram menos virulentos. Além disso, os poliedros
formados foram morfologicamente alterados, sendo que os nimeros de virions oclusos

em corpos de oclusfo e de nucleocapsideos produzidos também foram baixos.

Elementos transpossons podem estar envolvidos na formagdo de mutantes FP.
Fraser e colaboradores (1983) encontraram mutantes FP de ACMNPV ¢ GmMNPYV com
reduzida oclusdo viral e alterada morfologia de placa, isolados apds passagem em

células TN-368, devido a aquisi¢ao de fragmentos de DNA da célula hospedeira.

O mumero de passagens em que ocorre a mudanca do tipo parental para o
mutante FP varia em relagfo a diferentes sistemas célula-virus. Uma rapida acumulagio
de mutantes FP (apds somente duas passagens) foi observada por Slavicek et al. (1995;
1996) em Lymantria dispar MNPV e por Pedrini et al. (2004) em Spodoptera
frugiperda MNPV. Lua et al. (2002), observaram este fendmeno apos 6 passagens em
Helicoverpa armigera. No entanto, para o virus Orgyia leucostigma NPV esta mudanga

ocorreu somente apos 41 passagens (Sohi ef al., 1984).

Sob condigdo de passagem serial (in vitro), a substitui¢do da populagio MP pela
FP, ¢ devido provavelmente a mutacdo do virus MP, seguida pela pressdo de selegao do
sistema de cultura de células, a qual favorece o crescimento do virus FP. As particulas
BV de ambas as populagdes matam os insetos quando injetados na hemocele, mas

somente os corpos de oclusdo MP sdo virulentos na infec¢o oral (Potter ez al., 1976).
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5.2. Gene 25k fp

Foi inicialmente sugerido que o gene 25k fp afetava a taxa de formacdo do
poliedro, que por sua vez afetava o tamanho da placa formada e a concentragdo de BV
no sobrenadante de células em cultura (Potter e al., 1976; Fraser e Hink, 1982).
Experimentos de resgate confirmaram que as inser¢des na regido de 500bp do
fragmento HindIll — 4.95kb de AcMNPV estavam diretamente envolvidas em conferir

o fendtipo FP e desde ento ele tem sido designado 16cus FP (Fraser, 1987).

Foi também observado que a perda do gene 25k fp resulta em morfologia
aberrante do virus e falta de envelopamento de virions oclusos, entretanto experimentos
de resgate confirmaram que esses fendtipos estdo relacionados somente a mutagdes do
gene 25k fp. Mutantes FP de AcCMNPV geralmente adquirem fragmentos do genoma da
célula hospedeira (geralmente contendo transposon) € ou perdem ou uma porgdo do

genoma viral (Harrison e Summers, 1995a).

O gene 25k fp codifica uma proteina de 25kDa que € essencial para a oclusdo
viral e formagdo do poliedro (Beames e Summers, 1989). A proteina 25K esta presente
no citoplasma associada as massas citoplasmaticas amorfas e estruturas elétron-densas
localizadas na periferia do nicleo de células infectadas (Harrison e Summers, 1995b).
Atualmente, sabe-se que alteragdes nesse gene levam a geragdo de mutantes FP. A
proteina 25K também foi identificada associada ao ODV (Braunagel et al., 2003).
Mutacdes no gene 25k fp do virus AcCMNPV alteram a montagem da forma oclusa do

baculovirus (Fraser, 1987; Harrison ¢ Summers, 1995b).

Jarvis et al. (1992), demonstraram que o virus AcMNPV mutante 25k produz
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menos poliedrina que o virus selvagem. Harrison e al.(1996) demonstraram que a
proteina 25K ¢ necessaria para a manutengdo do nivel de transcricio do gene da
poliedrina, uma vez que mutagdes no gene 25k fp causaram diminui¢do dos niveis de

expressdo da poliedrina.

A expressdo do gene 25k fp pode estar diretamente ou indiretamente relacionada
a biossintese e localizagdo nuclear da proteina poliedrina. Jarvis er al. (1992),
demonstraram que um virus mutante FP de AcMNPV com gene 25k fp inativado
produziu menos poliedrina e em menor quantidade no nucleo, no inicio da fase de

oclusdo, do que um virus selvagem.

A delegdo parcial da ORF 61, correspondente ao gene 25k fp, de AcMNPV
altera a expressdo, acumulo e o transporte de proteinas do ODV para a membrana
intranuclear durante a infec¢do. Houve redugfio em cinco vezes nos niveis da proteina
E66 do mutante viral (sem o gene 25k fp) quando comparado com células infectadas
com o virus selvagem, entretanto a super expressdo do gene 25k fp aumentou levemente

a sintese dessa proteina (Braunagel et al., 1999; Rosas-Acosta et al., 2001).

Wu et al. (2005), construiram um virus HaNPV recombinante com dele¢ao do
gene 25k fp e utilizaram a técnica de resgate desse gene para estudos de fungdo. Virus
recombinante com o gene 25k fp deletado produziram alto titulo de BV e diminui¢do da
producdo de ODV em células infectadas. As células infectadas com o gene
reintroduzido confirmaram que o aumento da produgdo de BV e o decréscimo da

producdo do virus foram resultantes apenas da dele¢do do gene 25k fp.
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Alteragdes variando desde mutagdo pontual em uma Unica base do gene 25k fp
até¢ delecdo de regides maiores, foram observadas em mutantes FP do baculovirus
Bombyx mori nucleopolyhedrovirus (Katsuma et al. 1999a). Durante esse estudo, foi
feita a construcdo do virus BmNPV com delecdo completa no gene 25k fp, para
avaliacdo funcional do gene em experimentos de marker rescue. Foi observado que,
quanto maior a alteragdo na seqiiéncia do gene, maior o bloqueio no processo de
liquefagdo do inseto apos sua morte. Além disso, a capacidade de ruptura da cuticula
larval foi totalmente recuperada apds resgate do gene 25k fp do virus selvagem.
Recentemente, foi demonstrado que esse bloqueio esta associado a nfo liberacdo da

cisteina protease do virus na hemolinfa do inseto (Katsuma et al., 2004).

Recentemente, Kelly ef al. (2006) ao isolarem um mutante do virus AcMNPV
com deficiéncia na producéo da proteina P35 devido , encontraram também mutagdo no
l6cus correspondente ao gene 25k fp. Esse virus mutante foi capaz de causar a formagio
de bolhas caracteristicas de apoptose (formacdo de corpos apoptoticos) além de
defectiva formagfo de poliedros em células infectadas TN-386. Apenas a inser¢do de
uma base (A) no gene 25k fp resultou em um codon de terminagdo e consequentemente
produziu uma proteina 25K de 63 amino4cidos, enquanto a proteina 25K normalmente
possui 214 aa. Essa mutagdo no gene 25k fp combinado com a P35 néo funcional foi a
responsavel pelo efeito de prolongamento e rompimento da membrana celular

observado em células infectadas TN-386.

5.3. Deficiéncia na ocluséo viral

Mutagdes em varias regides do genoma do AcMNPV podem resultar em um
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fenotipo FP. Harrison e Summers (1995a) sugerem que multiplos genes podem estar
envolvidos na formagdo do complexo fenotipo FP, pois a regido correspondente ao gene
25k fp ndo ¢é a unica regido em que ocorrem alteragdes apds passagem em cultura de

células.

A principal proteina de formagdo do poliedro é a poliedrina, uma proteina
levemente acida e altamente conservada. A poliedrina contendo erros na sua seqiiéncia
de aminoacidos ¢ responsavel pela formacdo de diferentes mutantes de AcMNPV que
podem ndo formar poliedros ou quando o formam, este se apresenta com morfologia

anormal ou com poucos virions oclusos.

Carstens et al., 1986 caracterizaram um mutante, M5, que produzia um poliedro
cuboidal frequentemente sem virions no nucleo de células infectadas devido a
substituicdo de um aminoacido na poliedrina. Poliedros com semelhante morfologia
também foram isolados de AcCMNPV recombinante resultante de uma mutacdo pontual
no gene do poliedrina (Lin et a/., 2000). Um outro mutante, M29, com a substitui¢do do
aminoacido fenilalanina por leucina no residuo 84 evitou a cristalizacdo de corpos de
oclusdo e acumulou grandes quantidades de pequenas particulas foi caracterizado por
Carstens e colaboradores (1987). Dois mutantes com poliedros deficientes (M276 ¢
M934) com mutagdes no gene da poliedrina também tiveram o fendtipo do poliedro

alterado (Carstens ef al., 1992).

Katsuma e colaboradores (1999b) caracterizaram outros mutantes de BmNPV
que também possuiam um fenotipo alterado da morfologia de poliedros em relagdo ao
virus selvagem. Andlise da seqiiéncia de nucleotideos do gene da poliedrina desses
mutantes demonstrou que simples substituigdes de aminoacidos na regido codificante do

gene da poliedrina foram responsaveis pela alteragido do fendtipo do poliedro.
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Recentemente Ribeiro et al, 2009 ao purificarem um recombinante do
AcMNPYV isolaram um virus mutante que ao infectar células de inseto apesar de
produzirem a poliedrina, ndo formavam poliedros. Esta morfologia alterada do poliedro

foi devida a uma unica mudanca de aminoacidos no gene da poliedrina.

5.4. Variantes MP (Many Polyhedra)

Virus estaveis em passagens seriais que nio tendem a formar mutantes FP tem
sido identificados. Esses virus s@o denominados variantes Many Polyhedra (MP).
Mutantes virais com caracteristicas MP e alta producio de BV, estaveis em passagens
seriais, podem ser utilizados na produ¢do do virus em larga escala utilizando sistemas

de cultura de células.

Slavicek et al. (1996), isolaram um virus (A21-MPV) variante do LAIMNPYV que
exibiu niveis aumentados de produgdo de BV e nimero de poliedros semelhantes aos
poliedros MP, além de um pequeno aumento na quantidade de células que produziam
poliedros. Esse virus foi estdvel por mais de dez passagens em cultura de células. Outro
clone (isolado-122b) de LAMNPYV foi obtido por Slavicek ef al. (2001). Este isolado
exibiu produgdo estavel de BV e poliedros por 14 passagens seriais e foi capaz de gerar

infecgdes mais produtivas que o virus selvagem.

Da mesma foram, Pedrini ef al. (2005) isolaram um mutante (ppC19) do virus

HaSNPV que exibia um fenotipo parcial de MP e FP capaz de produzir cinco vezes

mais poliedros que um tipico mutante FP e trés vezes menos poliedros que o virus
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selvagem. Além disso, esse mutante apresentou poliedros com muitos virions tipicos de

fendtipo MP, embora em menor numero.

A selecdo de células, de isolados virais, andlise de sua estabilidade ¢ a
otimiza¢do do processo sfo elementos chaves que precisam ser estudados para tornar

viavel a produgio in vitro e a futura comercializagdo de seus produtos.

6. Producio de baculovirus em alta escala (Biorreatores)

O desenvolvimento do processo de produgdo in vitro para a formulagdo de
inseticidas virais depende da habilidade das células de insetos crescerem em culturas em
suspensdo (Murhammer, 1996) e necessita de um conhecimento detalhado do
requerimento nutricional das células e de seu comportamento metabolico (Gioria et al.,

2006).

Varias pesquisas tém sido desenvolvidas com intuito de adaptar o crescimento
de células com boa produgfo viral em meios de cultura com baixo custo, o que
viabilizaria o custo de producdo (Chakraborty et al., 1999; Lua e Reid, 2003, Pedrini et

al., 2006).

Para o estabelecimento de cultura de células de insetos em biorreator (cultivo em
alta escala) deve-se garantir condig¢des fisicas (temperatura, auséncia de forcas de
cisalhamento) e bioquimicas (pH, pressdo osmotica, nutrientes, auséncia de substancias

citotoxicas) adequadas que possibilitem o crescimento das células e a produgdo do
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produto viral esperado (Marques, 2005). Entretanto, grandes volumes do indculo sdo
necessarios para a produgdo do baculovirus em larga escala, uma vez que varias
passagens sdo necessarias para o scale-up do virus, o que tem contribuido para a
geracdo e acumulagdo de mutagdes durante a multiplicagdo do virus em cultivos

celulares, prejudicando a produgdo e eficacia viral (Rhodes, 1996).

A produgdo comercial de baculovirus requer a produ¢do de no minimo 10000
litros de cultura com um rendimento de mais de 150 OB por célula (Greenfield ef al.,

1999).

Segundo Rodhes (1996) O processo padriao de produgdo viral de baculovirus
para a produgdo do indculo requer até 5 passagens para a obtengdo de virus suficiente
para o estoque de trabalho. Mais 6 passagens sdo necessarias para a amplificacdo do
processo de produgdo atingir o volume esperado. Portanto, sdo necessarias 11 passagens
para obten¢do de um produto final comercial com volume de 10000 litros desde que o

virus seja estavel durante estas passagens e produza mais de 150 OB por célula.

Segundo Agathos (1996) diversos sdo os fatores necessarios para a otimizagio
da produgdo em biorreatores: densidade de células, viabilidade das células, estagio de
crescimento, multiplicidade de infec¢do ou razdo de virus por célula (MOI), instante de
infec¢do (TOI), tempo pos-infeccdo para a colheita das células, nutricdo das células,
concentragdo de oxigénio dissolvido (OD), temperatura, pH e pressdo osmotica do

meio.

Baculovirus tem sido utilizado como vetor de expressdo sendo de grande
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interesse na industria farmac€utica. Na produgdo de virus recombinantes para a
expressdo de proteinas heterologas, em cultura de células, a transmissdo ¢ feita de célula
a célula pelo fenotipo budded virus, sendo essas particulas suficientes para manter a
infeccdo viral. Para a produ¢fo de uma vacina viral, a principal propriedade ¢ a
imunogenicidade sendo que a viruléncia ndo ¢ considerada, pois o produto final deve ser

inativado ou atenuado.

No entanto, para a producdo de um bioinseticida em larga escala a viruléncia ¢
um fator essencial. Para uso na agricultura, a produgéo in vitro de baculovirus com
preservagdo de suas caracteristicas inseticidas ¢ dificultada pela formacao de poliedros
defeituosos, € em baixo nimero, em decorréncia do efeito passagem. Para que ocorra a
propagacdo da doenga de inseto a inseto € necessaria a oclusdo das particulas virais
infectivas em uma matriz protéica composta principalmente da proteina poliedrina.

Portanto, a forma viral oclusa infectiva ¢ essencial como produto final do processo.

Uma nova tecnologia para producdo comercial de baculovirus usando uma
combina¢io de métodos envolvendo producdo de corpos de oclusio em larvas e de
particulas virais com passagem serial em cultura de células foi desenvolvida pela
Universidade de Brisbane, Queensland, Australia (Steven Reid ¢ Linda Lua - Patent

publ. n° WO 2005/045014 Al, Method of Producing Baculovirus).
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JUSTIFICATIVA

A demanda por uma maior produgdo de baculovirus para uso em controle
bioloégico de pragas e para a produgdo in vitro de proteinas recombinantes tem
estimulado o desenvolvimento cientifico-tecnologico visando a multiplicagdo desses
virus em cultura de células de insetos. No entanto, a dificuldade de se produzir virus em
cultivos celulares devido a perda de viruléncia causada pela formagao de mutantes tem

sido um obstaculo no avanco do uso de baculovirus como bioinseticida.

O Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) tem sido
amplamente empregado como inseticida biolégico no Brasil porém, sua producio
encontra-se limitada a multiplicagdo no inseto hospedeiro. Neste contexto, o maior
conhecimento sobre a dindmica de producdo e as principais alteragdes moleculares
causadas pela passagem do virus AgMNPV em cultura de células é relevante e contribui
para sua futura produgdo in vitro. Dessa forma, a determinaciio da seqliéncia
correspondente ao gene 25k fp, o principal gene associado ao fenotipo FP (Few
Polyhedra), de mutantes gerados com a passagem serial do virus em cultura de células
permite a identificagdo de possiveis mutagdes nesta regido que poderiam estar
envolvidas na formacao deste fenotipo. Além disso, a selegdo de variantes MP (Many
Polyhedra) que ndo tendem a acumular mutantes FP ¢ mantém a infectividade do virus
também contribui para producdo in vitro do bioinseticida, onde caracteristicas como a

formagdo de poliedros infectivos e a alta viruléncia do produto final sfo relevantes.
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OBJETIVO GERAL

Investigar a ocorréncia do efeito passagem no sistema AgMNPV em cultivo de células

Tn-5B1-4 e caracterizar os possiveis mutantes gerados durante o processo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar as principais altera¢cdes morfologicas produzidas pela passagem serial
do virus AgMNPV em cultura de células com a utilizagdo de microscopia oOtica e

eletronica.

Verificar a presenca de mutantes FP (Few Polyhedra), formados durante
passagem serial, com base na produgdo de particulas OB (occlusion bodies) e

BV (budded viruses) e pela analise de restricdo do DNA viral.

Selecionar clones FP e determinar a sequéncia nucleotidica do /ocus do gene 25k

Jp, para caracterizar possiveis mutagoes.

Selecionar variantes MP estaveis visando sua utilizacdo em cultivos celulares

em grande escala.
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MATERIAIS E METODOS

1. Virus e inseto hospedeiro

O clone viral AgMNPV isolado 2D (Johnson e Maruniak, 1989) foi obtido a
partir do virus selvagem AgMNPV-79 pela técnica plaque-assay (Cooper, 1967;
Knudson, 1976) e cedido pelo Dr. James Maruniak, University of Florida — USA.

Larvas de Anticarsia gemmatalis (lagarta da soja) foram cedidas pela Plataforma
de Criacdo de Insetos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia - CENARGEN e
cultivadas com dieta artificial (Greene et al., 1976 modificado por Hoffmann-Campo,

1985) a temperatura ambiente (25°C).

2. Linhagens celulares e meio de cultura

Células BTI-Tn-5B1-4, obtidas de embrides de Trichoplusia ni (Granados et al.,
1994), foram utilizadas para estudos de passagens seriais ¢ amplificagdo de BV.

Células IPLB-SF-21AE (Sf21) obtidas de ovarios imaturos de pupas de
Spodoptera frugiperda (Vaughn et al., 1977) foram utilizadas para selecdo e
multiplicac@o dos clones virais MP e FP.

Para a manutengdo ¢ crescimento das células foi utilizado o meio de cultura
TMNFH acrescido de antibiotico-antimicético (GIBCO BRL), suplementado com 10%

de Soro Bovino Fetal (GIBCO BRL) livre de micoplasma (TMNFH completo), tratado
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a 60°C/30min. As linhagens celulares utilizadas foram mantidas a 27°C em estufa
incubadora.

Para a lavagem das células apds a retirada do indculo na infec¢do e para a coleta

dos clones foi utilizado o mesmo meio de cultura TMNFH sem adig¢éo de soro.

3. Passagem serial de AgMNPV-2D

3.1. Obtencio do indculo viral inicial (hemolinfa)

Lagartas sadias (3°/4° instar) foram alimentadas com dieta artificial contendo
100ul do indculo viral em sua superficie em uma concentracdo de 1x10°0B/dieta. Apos
quatro dias de inoculagdo, as lagartas foram anestesiadas em gelo (por cerca de 2 min),
tiveram o ultimo par de patas cortado e a hemolinfa foi coletada em tubo de 1,5ml com
450ul de meio TNMFH sem soro e 50ul de cisteina (0,1M) resultando em um volume
final de 1ml. A mistura foi homogeneizada e centrifugada a 3000rpm/Imin em
microcentrifuga Eppendorf (modelo 5410), sendo o sobrenadante filtrado em filtro
Millipore (0,45um) e diluido em igual volume (diluicdol:1) de meio sem soro. Esta

mistura foi designada in6culo PO e utilizada para infec¢ao inicial das células.
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3.2. Infeccdo inicial (P1) em cultura de células

Células Tn5B1-4 foram previamente sedimentadas em frascos de 25cm’ (T-25)
contendo meio TNMFH completo até atingirem uma densidade de 3x10°células/frasco.
O meio de cultura foi removido e entdo adicionado 1ml do indculo viral (hemolinfa —
P0) ao frasco. O periodo de adsor¢@o do virus foi de 1h com leve agitagdo manual a
cada 10 min para permitir o contato do indculo viral com toda camada celular. Em
seguida, o inoculo foi retirado e as células foram lavadas com 2ml de meio TNMFH
sem soro. As células foram adicionados 5ml de meio TNMFH completo e estas

mantidas em estufa a 27°C.

3.3. Passagem serial do virus AgMNPV-2D

O virus AgMNPV-2D foi serialmente propagado por 10 passagens em células
Tn5B1-4 sedimentadas em frascos de 25cm® (3x 10°células/frasco). A infecgdo das
células era realizada conforme descrito no item 3.2 sempre utilizando como in6culo 1ml
do sobrenadante (contendo BV) da passagem anterior. As células infectadas eram
mantidas em estufa a 27°C por 3 dias (72 h). O MOI utilizado para a primeira passagem
serial foi de 2,4. Apds 72 h de infecgdo as células eram fotografadas e amostras de 1ml
de cada frasco infectado eram coletadas. Cada amostra consistia da suspensdo celular
(meio e células) e foi utilizada para a contagem de células com poliedros, determinacdo
do nimero de poliedros por célula e microtitulagdo do virus. A cada passagem foram
infectados no minimo 3 frascos de células e coletado uma amostra de cada frasco
(triplicatas). Frascos com células semeadas (3x 10°células/frasco), sem adicdo do virus,

foram utilizados como controle a cada passagem.
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Figura 4 — Esquema da infecgfo inicial e passagem serial do virus. As infec¢des durante
passagem serial foram realizadas com 1ml do virus (indculo BV) em células Tn5B1-4 e
a coleta do sobrenadante (indculo BV) ocorreu sempre 72h p.i.
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3.4. Microtitulacio (TCIDs)

Para experimentos de microtitulagdo BV foram obtidos por centrifugacdo de
uma aliquota (500ul) da suspensdo celular a 3000rpm/5min (em microcentrifuga
Eppendorf 5410.

Para avaliar a produgdo de BV, células Tn5B1-4 foram semeadas em placas de
96 pogos (1x10* células/pogo) e infectadas com diferentes diluicdes em série do virus
(BV) (10" a 10™*) e incubadas a 27°C, de acordo com O’Reilly ez al. (1992). As células
foram examinadas ao microscopio optico, até o sétimo dia de infec¢do, para deteccdo de
sinais de infec¢do. Pogos que continham células com poliedros, ou com sinais tipicos de
infec¢do, foram contados como positivos. O calculo do titulo viral foi estabelecido pelo

método de Reed e Muench (1938).

3.5. Determinacio da porcentagem de células com poliedros

Amostra da suspensio celular coletada a 72h p.i. de cada frasco infectado foi
utilizada para visualizagdo das células por microscopia oOtica. Aliquotas de 15 ul da
amostra eram colocadas em cada lado da cdmara de Neubauer e foram contadas as
células com muitos poliedros no nucleo (células tipo MP), as com poucos poliedros no
nucleo (células tipo FP) e as hipertrofiadas, embora sem formacgdo de poliedros para
determinagdo da porcentagen de células com poliedros. Foram consideradas como
células do tipo FP as células que visualmente apresentavam de 1 a 20 poliedros por

nucleo e células tipo MP as que apresentavam mais de 20 poliedros por ntcleo.
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3.6. Determinacio do niimero de poliedros por célula

O ntmero total de células com poliedros (soma do total de células tipo MP ¢
células tipo FP/ ml) e o nimero de poliedros por mililitro (OB/ml) foram utilizados para

calculo do nimero de poliedros por célula de cada amostra.

N° de OB/ célula = quantidade de OB/ml
células MP + célulasFP/ ml

O numero de OB/ml foi determinado pela contagem de poliedros em cdmara de
Neubauer. Para a liberagdo dos poliedros produzidos pelas células infectadas, um
volume referente a 1% de SDS foi adicionado a 0,5ml da suspensdo celular. Esta
mistura foi incubada a temperatura ambiente por cerca de lh até que houvesse a

liberagdo de poliedros. Todas as contagens foram realizadas em triplicata.

3.7. Alteracdes morfologicas - analise por microscopia

A hipertrofia das células, formac¢do de poliedros e demais efeitos citopaticos
apos infeccdo com indculo viral foram observados e monitorados por microscopia de
contraste de fase (microscopio de campo invertido Olympus CK2) e microscopia
eletronica (Jeol 1011). Células caracteristicas de cada passagem viral foram

fotografadas utilizando microscopio de luz Axiovert 135M Zeiss.
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3.7.1. Microscopia eletronica

Células infectadas relativas as passagens P2, P4, P6, P8 e P10 foram coletadas a
72 h p.i. e sedimentadas por centrifugacdo (microgentrifuga Eppendorf 5410) a 3000
rpm/5min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspenso em fixador
glutaraldeido 2,5% e mantido a 4°C por aproximadamente 24h. O sedimento foi
novamente centrifugado e lavado 3x em tampao cacodilato de sodio 0,1M pH 7,2. O
material foi pds-fixado em solugdo de tetroxido de 6smio 2% e desidratado em uma
série crescente de etanol a 30%, 50%, 70% e 90% por 15min cada ¢ duas vezes em
etanol 100% pelo mesmo tempo. Seguiu-se a infiltragdo em resina Spurr (SEM —
Electron Microscopy Sciences) em varias etapas com aumento gradual da concentragio
de resina (1:4, 1:2, 1:1, 2:1, 4:1). Posteriormente as amostras ficaram imersas em resina
pura, por aproximadamente 12h. A polimerizacdo da resina ocorreu em estufa a 70°C
por 48h. Seccdes ultrafinas foram obtidas através de cortes em ultramicrétomo (Leica
modelo Ultracut UCT) equipado com navalha de diamante, e montadas sobre telas de
cobre. As secgdes foram contrastadas com acetato de uranila 3% por 20min e

observadas ao microscdpio eletronico (Jeol 1011).

4. Selecio de clones

Apo6s a obtencdo da sétima passagem (P7) onde predominavam células do tipo
FP, utilizou-se a técnica de plaque assay (Knudson, 1976) adaptada por O’Reilly et al.
(1992) para selecdo de clones virais. Essa técnica consiste em individualizar células
infectadas, em meio s6lido, de modo que cada particula viral infecte um grupo isolado

de células, sendo assim possivel identificar um grupo com fendtipo mais puro. Para
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tanto, foram utilizadas células SF21, pois estas apresentam melhor qualidade de
visualizagéo das placas.

Placas com caracteristicas morfologicas Few Polyhedra (FP) e placas com
caracteristicas morfologicas Many Polyhedra (MP) foram coletadas e amplificadas em
cultura de células. Placas FP foram utilizadas para estudo da mutacéo FP causada pelo
efeito passagem e placas MP foram selecionadas para obtengdo de um clone viral
geneticamente estavel, ou seja, que possivelmente nio altere seu fenotipo mesmo sendo

submetido a diversas passagens.

4.1. Selecao de clones FP

Cinco clones de mutantes Few Polyhedra (FP1, FP2, FP3, FP4 ¢ FP5) foram
obtidos pelo método de plague assay. Células SF21 foram semeadas (1x10° células) em
placas de cultura de tecidos de 60 mm’ com 4ml de meio TNMFH completo e
incubadas a 27°C/14h para crescimento e aderéncia das células. O sobrenadante foi
entdo removido ¢ 1ml dos BV produzidos na sétima passagem (P7), diluido serialmente
(10" a 10°) em meio TNMFH sem soro, foi utilizado como indculo para infectar as
células por 1h com homogeneizagdo a cada 10 min. Apos este periodo, o indculo foi
removido ¢ as células foram cobertas por 4ml de meio com 0,5% de agarose apropriada
(sea plaque, Seakem). Apos o endurecimento da agarose, as placas foram incubadas em
estufa a 27°C por cerca de 7 dias quando foram entfo visualizadas placas de infec¢do
por meio de microscopio invertido (Olympus CK2). Foram selecionadas as placas que
estavam isoladas e que continham apenas células com poucos poliedros (indicando

fenotipo FP). A coleta das placas foi feita por aspiracdo e cada uma foi suspensa em 1ml
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de meio TNMFH sem soro, estocada a 4°C para posteriormente ser utilizada como
indculo em novo ensaio. Cada placa coletada foi purificada 3 vezes consecutivas, sendo

entdo considerada um clone viral.

4.2 Seleciao de clones MP

A selegdo de clones MP foi realizada ap6s 7 passagens de modo semelhante ao
descrito no item 4.1. Seis clones de variantes Many Polyhedra (MP1, MP2, MP3, MP4,
MP5 e MP6) foram obtidos pelo método de plague assay.

Foram selecionadas as placas que estavam isoladas e que continham apenas
células com muitos poliedros (indicando fenotipo MP). A coleta das placas foi feita por
aspiragdo e estocada a 4°C para utilizagdo em novo ensaio. Cada placa coletada foi

purificada 3 vezes, sendo entdo considerada um clone viral.

4.3. Multiplicacio dos clones em células IPLB-SF 21AE

Ap6s sele¢do dos clones, 200ul do inéculo obtido de cada clone foi utilizado
para infectar 2x10° células de Sf21 cultivadas em placa de 24 pogos. Ao todo foram
infectados 5 pocos para cada clone. As células infectadas ¢ o sobrenadante foram
coletados ap6s 72h p.i.. Novas amplificacdes foram realizadas em células Sf21 (3x10°
células) cultivadas em frascos T-25 com 300ul do sobrenadante coletado da

amplificagio anterior. As células infectadas e o sobrenadante foram coletados apo6s 72h

p.i.
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5. Purificacao de DNA viral

5.1. Extracao de DNA a partir de particulas BV

Foi realizada a extragdo de DNA de BV da populagdo viral obtida nas passagens
P1, P2, P4, P6 e P8 do virus ¢ de todos os clones FP. Para tanto foi preciso amplificar o
virus de cada passagem em cultura de células, utilizando 100ul de inéculo/T-25
contendo 3x10° células/frasco até obtengdo de material suficiente para extragio de DNA
de BV (cerca de 30ml).

Os BV foram purificados em colchdo de sacarose 25% em tampdo NaCl, SmM;
EDTa, 10mM (O’Reilly et al., 1992) por ultracentrifugacdo (Sorvall OTD75B rotor
AH627), a 24000rpm/75min/4°C. O sedimento proveniente da purificacdo dos BV foi
ressuspenso em 500ul de tampdo de ruptura (Tris HCI 10mM, pH 7,6; EDTA 10mM,
pH 8,0; SDS 0,25%) e 500ug/ml de proteinase K, sendo a amostra incubada a
37°C/14h.

A extragdo do DNA foi realizada por ciclos de fenol, fenol:cloroférmio: alcool
isoamilico (25:24:1) e cloroféormio: alcool isoamilico (24:1). O DNA foi precipitado em
etanol absoluto gelado (2,5 volumes da amostra) e 10% de acetato de sodio (3M; pH
5,2) e incubado a -20°C/14h. O DNA foi sedimentado a 12000rpm/30min, lavado com
etanol 70%, ressuspenso em 20ul de tampao TE (Tris 10mM, pH 7,8; EDTA 1mM) e

mantido a 4°C.
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5.2. Clivagem do DNA viral com enzima de restricéio

DNA do virus AgMNPV-2D (P1) e de passagens inicial a tardia (P2, P4, P6, P8)
foram digeridos com a enzima de restricdo Hind III (Pharmacia). Cada sistema foi
preparado com 1pg de DNA viral e 20U de enzima em tampao proprio (1X). A reagdo
de digestdo ocorreu a 37°C/3h e o perfil foi visualizado por eletroforese em gel de
agarose 0,8% preparado em tampdo TAE (Tris-acetato 40mM e EDTA 10mM). A
migragdo das amostras no gel foi feita a 40V por aproximadamente 16h em presenca de

tampdo TAE.

6. Marcacido radioativa de proteinas dos clones FP

Células SF21 semeadas em uma densidade de 2x10°células/pogo (placas de
6Omm2) foram infectadas com clones FP (FP1, FP2, FP3, FP4 ¢ FP5) ¢ AgMNPV-2D
para observagdo da sintese de proteinas. A 48h p.i., as células foram lavadas com
tampdo salino fosfato - PBS, pH 6.2 (NaCl 140mM, KCI 40mM, Na,HPO; 1mM,
KH,PO,4 10,5mM) e mantidas neste tampao por 30min. Em seguida, células infectadas e
ndo infectadas foram marcadas com 50uCi de [*°S]-metionina (Redivue™ L-[*°S]-
methionine), com pulso de 1h, coletadas por centrifugagdo a 2500 rpm/5 min
(microcentrifuga FANEN Centrimicro, modelo 212), lavadas com PBS e armazenadas a
—20°C.

Para analise das amostras em gel SDS-PAGE, os sedimentos foram dissolvidos
em tampdo de amostra (SDS 2%, glicerol 15%, azul de bromofenol 0,002%, B-
mercaptoetanol 2%), fervidos por 3min e entdo mantidos no gelo por Smin. Deste

sistema, 10 pl da amostra de células ndo infectadas e 20ul das células infectadas com os
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clones foram fracionados por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-
PAGE) de acordo com Laemmli (1970). Para determina¢do do peso molecular das

, . o . ™
proteinas foi utilizado o marcador radioativo Rainbow

["'C] methylated protein
molecular weight marker (Amersham, GE Healthcare). O gel foi tratado com o reagente
fluorografico Amplify (Amersham) de acordo com instrucdes do fabricante, foi seco e

exposto ao filme raio-X (Kodak AR-5X-OMAT) a —80°C. O autoradiograma foi

analisado para a presenga de proteinas marcadas.

7. Analise do gene 25k fp

7.1 Amplificacdo do gene 25k fp pela técnica de PCR (Reac¢io em Cadeia da
Polimerase)

A técnica de PCR foi utilizada para amplificagdo do gene 25k fp das amostras do
virus original (AgMNPV 2D — Passagem 1) e dos clones mutantes FP1, FP2, FP3, FP4
e FP5. Foram utilizados oligonucleotideos (primers) externos ao gene, desenhados de
acordo com a sequéncia descrita para o virus AgMNPV (Oliveira et al., 2006)

disponivel no site www.ncbi.nlm.gov (GenBank/EMBL) sintetizados pela Invitrogen.

Primer reverse: P25K: 5'-CTGCAGATTGTGTAAACTGTC-'3
Primer forward: P25K-265: 5'-TACTGCAGTGATAATGACGCAG-'3
Cada mistura de PCR continha 5ul de tampéo de reagdo 10x, 1,5ul de MgCl,
(50mM), 1ul de ANTP (10mM), 1pl Tag DNA polimerase (5U/ul), 1ul DNA
(10ng/ul), e 2pl de cada oligonucleotideo (10uM) em volume final de 50ul com agua

Milli-Q.
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A reagdo procedeu-se em termociclador (Peltier-effect cycling MJ Research Inc.,
PTC-100) utilizando o seguinte programa:

94°C — S5mim para aquecimento inicial

94°C — 1min para a desnaturago

48°C — 1min para o anelamento 30 ciclos

72°C — 1min para a elongacéo

72°C — 10min para a extensdo final

Apds a amplificagdo da regido correspondente ao gene 25k fp, os produtos da
PCR (~1000pb) foram visualizados em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de

etideo (0,5pg/ml), com auxilio de transiluminador UV.

7.2 Clonagem de fragmentos obtidos por PCR (gene 25k fp)

Os fragmentos de PCR correspondentes ao gene 25k fp do DNA do virus
original (P1) e dos clones FP, foram isolados em gel de agarose de baixo ponto de fusio
0,8% (Low Melting Point — Seakem) e purificados pelo kit GFX™ (GE Healthcare) de
acordo com especificagdes do fabricante. Estes fragmentos foram utilizados para o
sistema de ligagdo ao vetor pGEM (pGEM®-T Easy Vector Systems - Promega) que
consistiu de 150ng de DNA do fragmento ¢ 50ng do plasmideo. A incubagdo foi feita
com 3U da enzima T4 DNA ligase a 16°C por 14h.

Uma aliquota de 5ul de cada sistema de ligacdo foi utilizada para transformagdo
de células competentes de Escherichia coli DH5a (200ul). O plaqueamento foi feito em

meio seletivo LB-agar (ampicilina 100pg/ml; X-gal 25ug/ml; IPTG 20ug/ml) e as
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placas foram incubadas por 16h em estufa a 37°C. Foram obtidas varias colonias
brancas que foram crescidas em meio LB liquido com ampicilina.

Para obtengdo do DNA plasmidial, foi utilizado o método de extragdo por lise
alcalina - miniprep (Sambrook et al., 1989). O sedimento de 1,5 ml de células
transformadas foi tratado com as solug¢des: 100ul de solugfo I (glicose S0mM; Tris-HCI
25mM, pH 8,0; EDTA 10mM), 200 pl de solugéo II (NaOH 0,2M; SDS 1%) e 150 pl de
solucdo III (acetato de potassio SM). O sobrenadante foi submetido a ciclos sucessivos
de extracdo com fenol conforme descrito no item 5.1.. DNA dos plasmideos com o
fragmento do gene 25k fp clonado foi ressuspendido em agua MilliQ, quantificado e

encaminhado para sequenciamento.

7.3. Sequenciamento do fragmento correspondente ao gene 25k fp dos clones FP

A seqiiéncia dos produtos de PCR foi determinada utilizando o método de
terminacdo em cadeia dye terminator chemistry, em equipamento ABI 377 (Perkin
Elmer), na Plataforma Gendmica de Sequenciamento de DNA da
Embrapa/CENARGEN.

A andlise das seqiiéncias teve inicio com a validacdo da qualidade das
sequéncias de bases utilizando o programa Phred (Ewing ¢ Green, 1998; Ewing et al.,
1998). Depois foi realizada a trimagem pelo programa Lucy (Chou e Holmes, 2001),
que consiste na limpeza das sequéncias produzidas pelo processo de sequenciamento.
Esta etapa ¢ responsavel pela remocéo de regides que apresentam baixa qualidade ou

que sdo indesejaveis por causarem incidéncia de erros nas analises dos dados.
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Regides de vetores de clonagem foram filtradas pelo programa Cross Match
(Green, 1996), que compara a seqiiéncia analisada com arquivos de seqiiéncias de
vetores.

Multiplos alinhamentos foram realizados utilizando o programa Muscle
(http://www.ebi.ac.uk/muscle/). As mutagdes foram identificadas por inspecdo visual

dos alinhamentos multiplos.
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RESULTADOS

1. Efeitos citopaticos durante a passagem serial do virus

Foi estabelecida a passagem serial do virus AgMNPV-2D em cultura de células
BTI-Tn-5B1-4 num total de 10 passagens sucessivas. Os efeitos citopaticos induzidos
pelo virus em células infectadas foram visualizados por microscopia de contraste de fase

e microscopia eletronica de transmissao.

Analisando os efeitos citopaticos resultantes da infeccdo de células, por
microscopia dtica, observou-se alta taxa de infeccdo em todas as passagens, pois mesmo
as células que ndo continham poliedros em seus micleos apresentavam formato maior,
arredondado, nucleo hipertrofiado e, em alguns casos, estroma virogénico € protusio
celular. Uma densa regido no nucleo das células, identificada como estroma virogénico,

foi observada por volta de 48h p.i. e protusdes celulares foram visiveis entre 48 ¢ 72h

p-i.

A Figura 5 apresenta células Tn5B1-4 ndo infectadas (controle negativo) e
infectadas (72h p.i.) com hemolinfa de larvas infectadas com o virus AGMNPV-2D
(Figura 5A) . Nas células infectadas a 72h p.i.(Figura 5B) sdo evidenciados os
principais efeitos citopaticos causados por infec¢do viral como o aumento do volume
celular, hipertrofia do nucleo, acimulo de poliedros no nicleo das células e presenca de
protusdo citoplasmastica. Também ¢ possivel notar um elevado nimero de células tipo

MP.
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Figura 5 - Células de Trichoplusia ni (Tn5B1-4). (A) Células ndo infectadas (controle),
aumento 200X; (B) Células infectadas com hemolinfa de larvas infectadas com
AgMNPV-2D (passagem P1), 72h p.i.. As setas apontam o acumulo de corpos de
oclusdo (OB) no nucleo e a formagfo de protusio celular (P). Aumento de 320X.

1.1. Perfil da porcentagem de células com poliedros

A infecgdo com o clone viral AgMNPV-2D até a quinta passagem (P1, P2, P3, P4 ¢ P5)
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seguiu um padrdo semelhante com sintomatologia de infec¢do em todas as células,
apresentando alta porcentagem de células com muitos poliedros (células MP — many
polyhedra) e muitos poliedros por nucleo de células infectadas. Nestas passagens, a
porcentagem de células MP foi sempre superior a porcentagem de células com poucos

poliedros (células FP — few polyhedra), apés 72h p.i. (Figura 6).

Figura 6 - Passagem viral P3. Células Tn5B1-4 infectadas com BV (AgMNPV-2D), 72h
p.i. de sobrenadante da passagem anterior (P2). Aumento de 320X.

Como mencionado anteriormente, nas passagens iniciais as células apresentavam
muitos poliedros e este padrio foi claramente alterado na sexta passagem do virus (P6),
quando comegou-se entdo, a se evidenciar as células com poucos poliedros, sendo que

muitas vezes estes poliedros apareciam como estruturas maiores no nucleo celular.

Na passagem P6 houve um aumento das células tipo FP que superou a

porcentagem de células tipo MP (Figura 7).
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As células do tipo FP apresentavam menos de 20 OB/célula e estes muitas vezes
eram maiores que os poliedros de células do tipo MP. Além disso, muitas células apesar
de apresentarem alguns efeitos citopaticos de infec¢do viral (tamanho maior,
arredondamento, nucleo hipertrofiado e estroma virogénico) ndo apresentavam

poliedros em seus nucleos (Figura 7).

Figura 7 - Passagem viral P6. Células Tn5B1-4 infectadas com BV (AgMNPV-2D), 72h
p-i., de sobrenadante da passagem anterior (P5). Presenca de poucas células do tipo MP.
A seta aponta poliedros de tamanho maior do que normalmente ¢ encontrado em células
do tipo MP. Aumento de 200X.

As passagens subseqiientes (P7, P8, P9 e P10) também demonstraram a maior
quantidade de células com poliedros do tipo FP em relacdo as células do tipo MP
(Figura 8). Nessas passagens, a porcentagem de células com poliedros do tipo MP foi
sempre menor que a de células tipo FP, chegando a atingir niveis basais nas tltimas

passagens.

75



Figura 8 - Passagens virais P8 e P10. Células Tn5B1-4 infectadas com BV (AgMNPV-
2D) 72h p.i., de sobrenadante de passagens anteriores P7 e P9, respectivamente. (A)
Passagem P8, aumento 320X. (B) Passagem P10, aumento 200X.

A comparagio entre as porcentagens de células dos tipos MP e FP resultantes de

sucessivas passagens do virus em cultura de células ¢ apresentada na Figura 9.

As passagens iniciais (P1, P2, P3, P4 e P5) apresentaram variag¢ao de 53% a 65%
de células MP. Na passagem P6, houve uma diminuigdo da porcentagem de células MP

(para 10%) que foram superadas pelas células FP (17%). Com as passagens posteriores
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(P7, P8, P9 e P10) a porcentagem de células FP variou entre 32 a 40% e manteve-se

superior a porcentagem de células MP, que chegou a 3% na passagem P10.
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Figura 9 - Passagem serial do clone viral AgMNPV-2D em cultura de células Tn5B1-4,
72h p.i.. Perfil da porcentagem de células com poliedros onde sdo apresentadas as
porcentagens referentes aos tipos celulares (MP e FP) durante as varias passagens

seriais.

Ao considerar na andlise grafica a porcentagem de todas as células com sintoma

de infecc¢do, e ndo apenas aquelas que produzem poliedros, ficou mais facil visualizar

que a partir da sexta passagem houve uma grande predomindncia do fendtipo FP em

relagdo ao fenotipo MP. Esse evento é indicado pela alta porcentagem de células
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infectadas e com poucos poliedros (variando de 75% a 97%) nas passagens tardias

(Figura 10).
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Figura 10 — Perfil da porcentagem de células infectadas durante a passagem serial do
clone viral AgMNPV-2D em cultura de células Tn5B1-4, 72h p.i.

1.2. Producio de poliedros por célula

O perfil da produgdo de poliedros foi determinado apenas para as células que
apresentavam poliedros (células MP e células FP) e nio foi considerado para as células
infectadas sem poliedros. Este perfil variou bastante durante a passagem serial e

demonstrou um declinio do numero de poliedros por célula associado a diminui¢do de
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células many polyhedra MP e aumento de células few polyhedra FP, é caracteristico da

mutacdo FP comum em passagens continuadas de infecgdes virais em cultura de células.

O numero de poliedros por células (OB/célula) na passagem inicial P1 foi de
aproximadamente 150 OB/célula, sendo que na passagem P2 alcangou um valor de 320
OB/cel. Entretanto, a partir dessa passagem ocorreu uma redugdo na formacdo de
poliedros (atingindo ~200 OB/célula na quinta passagem, P5), havendo um declinio
acentuado na sexta passagem (45 OB/célula) e chegando a atingir um valor de 12

OB/célula na ultima passagem (Figura 11).

Produgio de poliedros durante a passagem serial
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Figura 11- Passagem serial do clone viral AgMNPV-2D em cultura de células Tn5B1-4.
Curva da produgfo de poliedros por célula relativo as células que apresentam poliedros.
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1.3 Analise ultraestrutural das células infectadas da passagem serial

Os efeitos citopaticos induzidos pelo AgMNPV-2D em células infectadas BTI-
Tn-5B1-4 (coletadas a 72h p.i.) resultantes das passagens P2, P4, P6, P8 ¢ P10 também

foram visualizados por microscopia eletronica de transmisséo.

Em todas as passagens foram evidenciados sinais tipicos de infec¢@o tais como:
células maiores e arredondadas, nucleo hipertrofiado, formagao do estroma virogénico e

presenca de virions no nucleo das células.

Em passagens iniciais, as células continham muitos poliedros acumulados no
nucleo e estes apresentavam formato regular, contendo muitos virions em seu interior.
Pode-se notar uma diminui¢do do niimero de poliedros por célula com a passagem
serial, sendo que estes se tornavam geralmente maiores, de formato irregular ¢ muitas
vezes com poucos virions oclusos apds a passagem P6 (Figura 12). Essa observagéo foi
confirmada e melhor determinada com a quantificagdo de poliedros formados durante as

passagens virais.

Em passagens mais altas (P8, P9 e P10), o tipo celular predominante passou a
ser células sem poliedros no nucleo, onde apenas era visualizado o estroma virogé€nico
com alta producdo de BV. A formagdo do estroma virogé€nico e a alta producdo de
nucleocapsideos nesta regido em células infectadas, mesmo sem a formacdo de
poliedros foram evidenciadas na Figura 13 (a, b). A diferenga entre um poliedro obtido
na passagem P2, com formato regular e grande quantidade de particulas ODV e um
poliedro obtido na passagem P8 com formato irregular e pouca oclusdo viral ¢

demonstrada na Figura 13 (c, d).
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Figura 12 - Analise ultraestrutural de células Tn5B1-4 infectadas com AgMNPV-2D
nas passagens P2, P4, P6 e P8, 72h p.i.. (a) célula tipica encontrada em P2 com nucleo
hipertrofiado contendo muitos poliedros, (b) célula tipica de passagem P4 com ntcleo
hipertrofiado ainda com muitos poliedros, tendo alguns com tamanho aumentado. (c)
célula tipica de passagem P6 com poucos poliedros no nucleo, estes se apresentam
maiores que os poliedros encontrados no virus selvagem e (d) tipo celular mais
encontrado em passagens mais altas, apds a sexta passagem (exemplar da PS8). Estas
células embora apresentem o nucleo hipertrofiado, ndo possuem poliedros no seu
interior.
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Figura 13 - Andlise ultraestrutural de células Tn5B1-4 infectadas com AgMNPV-2D na
passagem P10 (a) e detalhe de seu estroma virogénico com alta produgio de virions (b);
Comparagdo de poliedro formado na passagem P2 com muitos virions oclusos e
formato regular (c) e poliedro formado na passagem P8, com poucos virions oclusos ¢
formato irregular (d).
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2. Analise comparativa do DNA viral produzido durante passagem

serial de AgMNPV

Foi feita a comparagio dos perfis de digestdio do DNA extraido de particulas BV
produzidas durante as passagens: P1, P2, P4, P6 e P8. Para digestdo do DNA foi
utilizada a enzima HindlIIl. Os perfis foram semelhantes (Figura 14), o que descarta a
hipétese de formagdo de particulas DI, pois nesse caso sdo perdidos grandes pedagos do

genoma, o que seria facilmente detectado no perfil de restricio do DNA viral.
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Figura 14 - Analise do perfil de restricio do DNA gendmico de AgMNPV das
passagens: P1, P2, P4, P6 e P8. Amostras de DNA de cada passagem foi digerido com a
enzima Hindlll. Os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de agarose
0.8% e corados com brometo de etideo. Marcadores DNA ladder 1kb (Ml1) e
DNA M/Pstl (M2).
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3. Producio de particulas BV durante as passagens virais

Os titulos das particulas virais (BV) produzidas nas passagens P1, P3, P5, P7 e
P9 foram determinados. Nas passagens mais altas esse titulo foi significativamente
maior do que em passagens iniciais o que confirma a predomindncia de mutantes FP na

populacio viral (Tabela 2).

Tabela 2 — Producio de particulas BV durante passagem serial do baculovirus AgMNPV
em células Tn5B1-4. Determinacio do titulo viral pelo m étodo de TCID

Passagem Titulo viral (pfu/ml) Desvio Padrio
P1 7,1x10° +5,21x10°¢
P3 8,0x10° + 4,24x10°
P5 1,1x101° +1,08 101
P7 1,5x101° +8,38x10°
P9 3,8x103 +1,43x108

*Valores médios de trés determinagdes do titulo de BV produzidos durante a infecgéo
de células Tn5B1-4 com os inéculos das passagens: P1, P3, P5, P7 ¢ P9 (72h p.i.)

Esses dados mostram que a passagem do baculovirus Anficarsia gemmatalis
MNPV em cultura de células levou a um significante aumento do titulo de producéo de

BV durante a conversao da populagao viral com fenotipo MP para fenotipo FP.
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De acordo com testes estatisticos de analise de varidncia (ANOVA) e
comparagdes multiplas o alto titulo viral de BV da passagem P5 ¢ estatisticamente

idéntico ao da passagem P7. Na passagem P9 ha um decréscimo do titulo viral de BV.

4. Selecao de clones FP

Inicialmente, cinco clones mutantes FP (FP1, FP2, FP3, FP4 ¢ FP5) foram
selecionados pelo método de plague assay (Figura 15 ). Desses, o clone FP1 geralmente
apresentava cé€lulas com efeitos citopaticos evidentes de infec¢do viral mas sem
formagdo de poliedros e raras células com poucos poliedros (células FP), este clone nédo

apresentou formacao de células do tipo MP (Figura 15 B).

Nos demais clones FP (Figuras 15 C, D, E ¢ F), a maioria das células infectadas
também ndo apresentavam poliedros no nucleo. Entre as células com poliedros era
predominante a do tipo FP embora algumas células MP também tenham sido

visualizadas.
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Figura 15 — (A) Células Tn5B1-4 infectadas com o virus AGMNPV-2D, 72h p.i. (B, C,
D, E e F) Células Tn5B1-4 infectadas com clones FP1, FP2, FP3, FP4 ¢ FP5
respectivamente, 72h p.i..(B) Células TnSB1-4 infectadas com clones FP1. A seta
aponta célula com poucos poliedros no nucleo, as demais células apresentam niicleo
hipertrofiado sem poliedros. (D) Células Tn5B1-4 infectadas com o clone FP3. Presenca
de células do tipo FP e algumas células MP (setas). Aumento de 200X.
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5. Analise ultraestrutural de células infectadas com clones FP

Células infectadas com cada clone FP (FP1, FP2, FP3, FP4 e FP5) foram analisadas por
microscopia eletronica de transmissdo. Em todos os sistemas de infec¢do foram
observados células com efeitos citopaticos como arredondamento celular, hipertrofia do
nucleo e estroma virogénico com alta producdo viral. Geralmente, os clones possuiam
poliedros mal formados, muitas vezes truncados ou sem limites bem definidos com
poucos ou sem virions oclusos (Figuras 17, 18, 19, 20 e 21). Célula infectada e
poliedros da passagem P1 foram fotografados para efeitos de comparacdo. A célula de
P1 apresentou grande quantidade de poliedros com muitos virions por poliedro, além
disso os poliedros eram bem delimitados (Figura 16). Da mesma forma que o P1, o
clone FP2 apresentou efeitos citopaticos tipicos de células MP, diferindo das

caracteristicas de um fendtipo FP prelirminarmente observadas por microscopia de luz.

Figura 16 - Micrografia eletronica da infec¢@o de células TnSB1-4 com AgMNPV-2D
(virus selvagem — P1). (A) Célula com poliedros no nicleo. (B) poliedros.
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Figura 17 - Micrografia eletronica da infec¢@o de células TnSB1-4 com clone viral FP1.
(A) Célula infectada sem poliedros. (B) Célula infectada com poucos poliedros. (C)
Detalhe do estroma virogénico (sv) e poliedros (p). (D) Ampliagio de poliedros
demonstrando que nio ha presenca de virions oclusos.
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Figura 18 - Micrografia eletronica da infec¢do de células TnSB1-4 com clone viral FP2.
(A) Célula infectada sem poliedros. (B) Célula infectada com poliedros. (C) Detalhe do
estroma virogénico com alta produgdo de nucleocapsideos. (D) Poliedro com virions
oclusos.
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Figura 19 - Micrografia eletronica da infec¢do de células TnSB1-4 com clone viral FP3.
(A) Célula infectada sem poliedros. (B) Célula infectada com poucos poliedros. (C)
Detalhe de poliedro truncado com virions. (D) Poliedro sem virions oclusos.
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Figura 20 - Micrografia eletronica da infec¢do de células Tn5B1-4 com clone viral FP4.
(A) Célula infectada com poucos poliedros. (B) Poliedro mal formado sem virions

oclusos. (C) Poliedros truncados. (D) Detalhe de poliedro mal formado com poucos
virions oclusos.
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Figura 21 - Micrografia eletronica da infecc¢@o de células Tn5B1-4 com clone viral FPS5.
(A) Célula infectada sem poliedros. (B) Célula infectada com muitos poliedros. (C)
Poliedros mal formados. (D) Poliedro mal formado com poucos virions oclusos.
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6. Analise da sintese de proteinas dos clones FP

Células Tn5B1-4 infectadas com os clones FP1, FP2, FP3, FP4 ¢ FP5 foram
analisadas para sintese de proteinas a 48h p.i. com pulso radioativo de **S-metionina
(Figura 22). Os perfis obtidos por migracdo das amostras em eletroforese em gel de
poliacrilamida-SDS foram similares para os clones FP1, FP3, FP4 ¢ FP5 mostrando
reduzida ou quase nenhuma sintese da poliedrina, a principal proteina do corpo de
oclusio (OB) dos NPV. Estes resultados estdo de acordo com a observagdo e
quantificacdo de poliedros por microscopia Otica e eletronica: presenca de poucos
poliedros em células infectadas com os clones FP. O clone FP2 novamente nio se
apresentou com caracteristicas de um fendtipo FP (poucos poliedros), pois seu perfil
protéico foi muito similar ao do virus AgMNPV-2D (controle), apresentando uma

intensa banda de ~33kDa correspondente a poliedrina
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Figura 22 - Sintese de proteinas em células Tn5B1-4 infectadas com clones FP e
AgMNPV-2D (Ag2D- controle positivo), 48h p.i.. Autorradiograma de gel de
poliacrilamida-SDS 16% de células marcadas com [*°S]-metionina (pulso de 50uCi

por lhora). Tn5B1-4: células sem infec¢fo. M: marcador de peso molecular em kDa.
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7. Sequenciamento do gene 25k fp dos clones FP

Para determinar a sequéncia do gene 25k fp dos clones FP, o fragmento
correspondente ao gene e regides adjacentes (incluindo a regido promotora do gene) do
DNA dos clones FP1, FP2, FP3, FP4 ¢ FP5 foram amplificados por PCR e visualizados
em gel de agarose para a confirmacdo da amplificacdo do fragmento (Figura 23). O
mesmo fragmento também foi obtido do DNA de passagem P1 (selvagem) para efeitos
de comparagdo. Todos os clones continham o fragmento do tamanho esperado

(aproximadamente 1kb).

1100 pb

Figura 23 — Produto da amplificagcdo do
fragmento correspondente ao gene 25k fp
dos clones FP. Eletroforese em gel de
agarose 0,8%.

A sequéncia do gene 25k fp foi obtida a partir da sequéncia completa do genoma

do virus AgMNPV-2D determinada por Oliveira et al. (2006).

O gene 25k fp do baculovirus AgMNPYV corresponde a ORF 61 e se localiza no
genoma entre posi¢do 48592 ¢ 49287 de nucleotideos na fita negativa do DNA. Portanto
seu codigo de iniciagdo se localiza na posicdo 49287 e termina na posicdo 48592 do

genoma viral.
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AgNP-20 B CA A A A BAATTAGAACATTTTATT TGAAAAAAATTTGOGCATTACTOGA 580
224 B G A A A A AT TAGAACATTTTATT TGAAAAAAATTTGOGCATTACTOGA 58D
FP4 "'.Gl:."'.h.".."\G.“.."'.TT."'.G.“.."\CP.TTTTP.TTTGEHP.."\AP.."'.TTTGCGCP.TTP.CTCG."\ 543
P35 B A A A A AT TAGAACATTTTATT TGAAAAAAATTTGOGCATTACTOGA 58D
FP3 B A A AT TAGAACATTTTATTTGAAAAAAAMTTTGOGCOATTACTOGA Bl
P1-rafaran BB CA A, AT TAGAACATTTTATT T GAAAAALMATTTGOGCATTACTEGA Ll
AghNPY-20 TTTAGAGTTTAAGBCACBTECTCGATTCBTOETTTCACAAAAAGCCACATGEG B0
FP1 FTTTAGAGTTTAAGCOCACETECTCGATTOGBTOGTTTOACAAAAACCACATEG BDD
FP4 TTT."«.GAGTTTAAGCACGTGCTCG."A.TTCGTCGTTTCACA."«.AAACCACAEFG Sk
FP3 FTTAGAGTTTAAGCACGETECTOCGATTOGTOGTTTOACAAAMAACCACATEG 80D
FP3 FTTTAGAGTT TAAGCACETECTCGATTOEBTOGTTTCACAAAAACCACATEG vl
P1-rafaran FTTAGAGBTTTAAGCACETE CTCGATTOBTEGTTTCOACAAAMACCACATEG B0
AghiNPY-20 TEGETCAAGTTETEOGAC GO GTCGOEC GO0 0G0GAGTEGOAGAGOAAATOG BEQ
P FEETCAAGTTETECGACGCGTCGCECGCC0GECEAGTEGECAGAGCAAATCG B0
FP4 FEETCAAGTTGETGEOGACGOGTCGOGCGCC0GCGAGTEGO0AGAGCAMATOG B4
FP3 FEETCAAGTTETECGACGCGTCGCECGCC0GECEAGTEGECAGAGCAAATCG B0
FP3 FTEETCAAGTTGETACGACGCOGTCGOGCGCCCRCEAGTEGCAGAGCAAATCG B850
P1-rafaran FTGGETCAAGTTGTGECGACGEGTCGOGCGECCGECGEAGTEGOAGAGCAAATEG BED
AghNPY-20 LG A CA G I T TAAAAAT TACAGCCTAGACATTEATTACGACEGGECC 700
P e EAA CAGC O T TAAAAAT TACAGCCTAGACATTEATTACGACEGECC 7DD
FP4 e G A, A G B T TALAAAT TACAGCCTAGACATTEATTACGACEGGECC BB
FP3 G CRAACAGC GO T TAAAAAT TACAGCCTAGACATTEATTACGACEGGECC 700
Ps EECGEAACAGE GO T TAAAAAT TACAGCCTAGACATTEATTACGACEGGECNC 700
P1-raforan CECGEAACAGO GO0 TTAMAMATTACAGOOTAGACATTEATTACGACEGE0C 00
AghNP-20 T AAABATATTTETEGE COGCECCEGEC0GAGCATAAATTETTGOT BAAAA 780
FP1 T AAABATAT T TETEGECCGCECCGEGECCGAGBCATAAATTETTGOTEAASLA 780
FP4 T AAAGATATTTGETEGECCGCGECCGGECCGAGRCATAAATTETTGOTEAALAA T4
P35 T AL GATAT T TGETEECCGOGECCGGECCGAGRATAAATTETTGOTEAALA 7ED
FP3 T AL GATATTTGETEE 0G0 C00GGE0CGAGCATAAMTTETTGOT BAALN TED
P1-raforan BT AL BATATTTETEE OO GO0 0GGE00GAGRATAAMTTETTGOTEAALM TEQ

Figura 24 — Alinhamento de sequéncias de nucleotideos do virus AgMNPV (DQ813662
— GenBank/EMBL), dos clones FP e do protdtipo viral P1 correspondentes a regides do
gene 25k fp onde foram detectadas mutagdes.

No clone FP1 foram encontradas 2 mutagdes pontuais. Na posi¢do 49048 do
genoma correspondente ao gene 25k fp houve uma mutagdo da base A-T, mas esta é
uma mutagdo silenciosa, pois nfo altera o aminoacido (Treonina). A segunda mutacdo no
clone FP1 ocorre na posi¢do 49356 e ¢ uma substituicdo da base T-A. Esta mutagfo esta
localizada a 69 bases antes do codon de inicia¢do, potencialmente na regido promotora do

gene ¢ se sobrepde a regido 5’do gene /ef-9 (Figura 25).

Nao foram encontradas mutacdes nos fragmentos correspondentes ao gene 25k

fp nos clones FP2 e FP5.
O clone FP3 apresentou uma mutacdo pontual com substituicdo da base T-C na

posicao 49389 do genoma correspondente ao gene 25k fp. esta mutacio ndo se encontra

na ORF 61 correspondente ao gene 25k e potencialmente deve estar no promotor a 102
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bases antes do cddon de iniciagdo do gene e também se sobrepde a regido 5°do gene /ef-9

(Figura 25).

No clone FP4 foram identificadas duas muta¢des. Uma mutag¢do da base A-G
ocorreu na posicdo 48950 do genoma correspondente ao gene 25k fp. Esta mutacdo
provocou uma troca do aminoacido Metionina (ATG) para o aminodcido Treonina
(ACGQG). A segunda mutagéo no clone FP4 foi uma delecéo da base A na posicao 49020,
confirmada por inspecéo visual de 2 distintos eletroesferogramas do FP4. O genoma de
referéncia contém uma extensdo de 7 adeninas e o mutante contém apenas 6 adeninas
nesta posi¢do. Esta mutagdo causa uma mudanga no quadro de leitura levando a um
codigo de terminagdo prematuro apos o aminoacido lisina 82, resultando na produgéo de
uma proteina truncada com 92 aminoacidos ao invés de 231 aminoacidos da proteina

25K do virus selvagem (AgMNPV-2D).
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8. Selecio de clones MP

Foram purificados 6 clones MP sendo que 2 clones ( MP2 e MP5) foram
selecionados devido a maior produgdo de poliedros/ ml, visando sua produgdo em larga
escala em cultivos celulares. Os titulos virais obtidos na primeira passagem dos clones
MP e do virus AGMNPV-2D foram similares (Tabela 3). O clone viral MP2 produziu
uma infecgdo com 81,0% de células tipo MP, um total de 150 OB/célula e um titulo
viral de 1,20x10” pfu/ml. O clone viral MP5 produziu uma infec¢io com 63,0% de
células tipo MP, uma producio de 125 OB/célula ¢ um titulo viral de 1,64x10’ pfu/ml
(Figura 26 e Tabela 3). Embora o virus AgMNPV-2D, usado como in6culo na primeira
passagem e que deu origem aos clones MP, apresentou apenas 54 OB/célula seu titulo

foi muito préximo ao dos clones obtidos (1,80 x107 pfu/ml).

Numero de OB/célula

160
140 +
120 +
100
50 +
B0 +
40 ~
20 4

AgMNEY-20 M2 M FE

Figura 26 - Produgdo de poliedros do indculo inicial AgMNPV-2D, e dos clones virais
MP2 ¢ MP5.
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Tabela 3 — Producio de particulas BV de variantes MP de
Determinacéo do titulo viral pelo método de TCIDs

AgMINPV.

Virus *Titulo viral (pfu/ml)
AgMNPV-2D 1,80 x10’
Clone MP2 1,20x10’
Clone MP5 1,64x10’

*Valores médios de trés determinacdes do titulo de BV.
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DISCUSSAO

Passagem serial de baculovirus em cultura de células gera, em uma alta
freqiiéncia, alteragcdes gendmicas que se acumulam durante infeccdes continuadas
resultando no fendmeno conhecido como Efeifo Passagem. Dois tipos principais de
mutagdes podem ser gerados: os virus interferentes defectivos (DI) e os mutantes de
poucos poliedros (FP). Essas mutac¢des frequentemente se tornam dominantes sobre o
fenotipo selvagem e significam uma vantagem replicativa do virus (Krell, 1996). Os
efeitos da passagem serial variam com os diferentes tipos de baculovirus e entre as

diversas linhagens celulares.

Neste trabalho, procurou-se caracterizar mutantes gerados pela passagem serial
do baculovirus AgMNPV-2D em cultura de células BTI-Tn5B1-4 que resultou no
acimulo de mutantes com um fenodtipo caracterizado como mutante FP. Tendo isso
como objetivo principal, ensaios de infec¢@o foram conduzidos e os efeitos citopaticos
monitorados e analisados com base, essencialmente, na produgdo de particulas OB e
BV, geragio de mutantes FP e sua predomindncia em relagdo ao fenoétipo MP,
ultraestrutura das células infectadas pelas passagens virais e dos clones FP selecionados,
analise comparativa do DNA viral proveniente das passagens e sequenciamento de

fragmentos homologos ao gene 25k fp dos clones FP selecionados.

Mutantes FP geralmente produzem um decréscimo no mimero de corpos de
oclusdo por célula infectada, uma diminuicdo no numero de virions oclusos em OB,
aumento da sintese de particulas BV, alteragdo no envelopamento do nucleocapsideo e

um aumento no nimero de OB morfologicamente anormais € ou menos virulentos em

101



comparacdo ao virus tipo selvagem (Hink e Vail, 1973; Harrison ¢ Summers, 1995a;

Slavicek et al., 1995; Katsuma et al., 1999).

Passagens sucessivas do baculovirus AgMNPV-2D em cultura de células
(Tn5B1-4) foram analisadas procurando detectar a possivel ocorréncia de alteragdes
genéticas. Dentre 10 passagens virais, a formagdo de mutantes com fenotipo FP e o
acumulo dessas particulas foram detectados a partir da passagem P6. Esse fendmeno
também ocorreu apds 6 passagens seriais para o virus HaSNPV em células de
Helicoverpa zea como descrito por Lua et al., 2002. A rapida acumulagdo de mutantes
FP em cultura de células também tem sido relatada para outros baculovirus como

LdMNPV (Slavicek ef al., 1995, 1996, 2001) e SEIMNPV (Pedrini et al, 2004).

Os efeitos citopaticos apresentados pelas células infectadas por AgMNPV-2D
como células maiores ¢ arredondadas, nucleo hipertrofiado, presenga de estroma
virogénico e protusdes do citoplasma também foram visualizados em células infectadas

por outros baculovirus (Volkman e Knudson, 1986; Silveira et al., 2004).

Mudangas tipicas de mutantes FP ocorreram na ultraestrutura das células
infectadas de passagem serial. A analise ultraestrutural de células infectadas derivadas
das passsagens P6 a P10 demonstrou que células do tipo FP apresentavam poucos
corpos de oclusdo (OB) no nuicleo e geralmente estes OB possuiam morfologia irregular
e apresentavam poucos ou nenhum virion ocluso, enquanto as células do tipo MP
apresentavam muitos OB e estes continham varios virions. A redu¢@o do numero de OB
por célula infectada FP em comparacdo a célula MP também foi detectada por Lua et

al., 2002 e Pedrini et al., 2005.
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Harrison e Summers (1995a) observaram alteracdo no processo de
envelopamento de virions produzidos por células infectadas com virus contendo
mutagdes no gene 25k fp. Em células infectadas com virus mutantes FP, frequentemente
a membrana dos ODV ndo incluia completamente os nucleocapsideos e o
envelopamento dos nucleocapsideos raramente completava e até mesmo quando o
envelopamento era completo, este apresentava um perfil assimétrico. Esse processo nio
foi visualizado nesse trabalho nem em células infectadas apds passagem serial, ou em

células infectadas com os clones virais FP.

Em altas passagens, também em clones FP, muitas células apresentaram,
diferentemente de uma ocluséo viral, uma regido com estroma virogénico bem definido
contendo muitos virions, indicando intensa replicagdo viral. Essas caracteristicas
também sdo exibidas pelos baculovirus ACMNPV (Wood, 1980; Harrison ¢ Summers,
1995a), TaAMNPV (Potter et al., 1976), GmMNPV (Fraser ¢ Hink, 1982; Fraser et al.,
1983), LAMNPYV (Slavicek et al., 1995) , BmMNPV (Katsuma et al., 1999) HaSNPV

(Lua et al, 2002) e SEIMNPV (Pedrini ef al, 2004).

A porcentagem de células com OB diminuiu com a passagem serial. Além disso,
houve um declinio de células com muitos OB em paralelo a um aumento de células com
menos de 20 particulas OB. A produc¢io de poliedros também diminuiu com a passagem
serial num valor de 30 vezes, sendo, que nas ultimas passagens poucas células com OB
foram detectadas. Este fato deve contribuir para um decréscimo na viruléncia, pois as
particulas oclusas (OB) s@o as responsaveis pela transmissdo natural do virus de inseto

para inseto. Os OB de mutantes FP geralmente possuem baixa viruléncia em
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experimentos de bioensaios (in vivo) (Potter et al., 1976; Fraser e Hink, 1982; Slavicek

et al., 1995; Lua et al., 2002).

Simultineo a diminui¢do da particula OB, houve um aumento da produgio de
BV. A estabilidade e vantagem seletiva do mutante FP em cultura de células sdo
atribuidas ao aumento da producdo de BV (Potter et al., 1976; Fraser e Hink, 1982;
Fraser e McCarthy, 1984), uma vez que esta particula é a principal responsavel pela
infecgdo célula a célula (Keddie e Volkmann, 1985). Mutantes FP s3o frequentemente
selecionados em cultura de células porque as taxas de replicagdo de BV desses mutantes

sd0 maiores que as do virus tipo selvagem (Harrison ¢ Summers, 1995a).

O titulo do virus ndo ocluso (BV) aumentou principalmente nas passagens P5 e
P7 (quando foram selecionados os clones FP), alcangando um aumento de até 2.000
vezes da passagem inicial P1 para a passagem P7. Essa diferenca altamente significativa

evidencia e deve ser atribuida a ocorréncia do efeito passagem.

Em passagem mais alta, P9, o titulo viral teve um declinio, mas ainda assim
permaneceu com um aumento de quase 50 vezes com relagdo as passagens iniciais.
Kanokwan et al. (2006) estudando o efeito passagem do HaNPV (no total de 10
passagens) também obtiveram aumento do titulo viral de BV em passagens iniciais (2 a
6) que depois diminuiu gradualmente em passagens posteriores. Pedrini et al., 2005
relacionam o aparecimento de DI a um declinio na produ¢do de BV ocorrido durante
extensa passagem serial do virus HaSNPV. Alto titulo de BV também foi relatado em
mutantes FP de AcMNPV (Harrison ¢ Summers, 1995b; Wood, 1980), TnMNPV

(Potter et al., 1976, 1978) e LAMNPV (Slavicek et al., 1995). O titulo de BV de
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mutantes FP de LAMNPV exibiu um significativo aumento com o aparecimento de

mutantes FP (Slavicek et al., 1995).

O aumento da produgio de BV, o decréscimo na formagio de OB e a diminui¢io
da oclusio viral sdo eventos tipicos exibidos por mutantes FP (Potter et al., 1976; Fraser

e Hink, 1982; Slavicek et al., 1992).

A formagfo de virus interferentes defectivos (DI) ¢ uma alteragio genomica
também comum em cultivos celulares e tem sido relatada por varios autores (Burand et
al., 1983; Wickhan et al., 1991; Lee e Krell, 1992; Pijlman et al., 2001 ¢ 2004; Rodas et

al., 2005).

O perfil de restricio do DNA de AgMNPYV obtido das diferentes passagens ndo
apresentou polimorfismo, o que indica a auséncia de grandes delegdes, inser¢cdes ou
rearranjos. A auséncia de grandes perdas do genoma viral aliada ao aumento do titulo
viral de BV reforcam a possibilidade de nfo estar ocorrendo a formagdo de virus
interferentes defectivos (DI) durante as passagens estudadas. Porém, é recomendavel a
continuidade deste estudo analisando passagens mais altas do virus. Ndo se pode
descartar a possibilidade de virus interferentes defectivos (DI) serem produzidos em

passagens mais altas do AgMNPV.

Mutantes DI e FP induzem os mesmos efeitos citopaticos e similar morfologia e
produgdo de poliedros. Nas tltimas passagens, com o aumento dramatico do titulo viral,
e conseqiiente aumento de MOI, é possivel que ao invés de mutantes FP, particulas DI

também tenham sido desenvolvidas e que ndo foram evidenciadas no perfil de restri¢do
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de DNA apresentado. Além disso, uma redugdo de 40 vezes na produgdo de BV foi
observada da passagem P7 para a P9, o que poderia ser explicado pela possivel
ocorréncia da formacg8o de DI, como observado por Pedrini e colaboradores para o virus

HaSNPV (2005).

No estudo apresentado por Rodas et al. (2005), durante a passagem serial de um
isolado selvagem de AgMNPV em células SF9 cultivadas em shaker foi detectada a
presenga de particulas interferente defectivas (DI) por analise do perfil de restricdo do
DNA digerido com HindlIll e Pstl. Entretanto, as células e as condi¢des utilizadas no

presente trabalho foram totalmente diferentes das utilizadas por Rodas e colaboradores.

O surgimento do fendtipo FP durante a passagem serial em cultura de células
frequentemente ¢ relacionado com a presenca de insergdes e dele¢des que ocorrem
predominantemente no locus 25K (Beames e Summers, 1989) e tem sido relatado em
AcMNPV e GmMNPV (Fraser et al., 1983; Kumar e Miller, 1987; Cary et al., 1989,
Bull et al., 2003). Também inser¢des espontineas de transposons originados do DNA da
célula hospedeira no gene 25k fp sdo frequentes e tem sido relacionadas ao fenotipo FP

(Cary et al., 1989; Bull et al., 2003).

O fato de nenhuma mudanca significante ter sido detectada por analise de
restricdo do DNA das passagens seriais do virus AgMNPV-2D contribuiu com a
hipétese de que pequenas mudangas pontuais, como simples inser¢cdes ou dele¢des no
gene 25k fp de AgMNPV poderiam estar ocorrendo e induzindo a formagio do fenotipo
FP. Essa indicacdo foi comprovada mais adiante pelo sequenciamento dos clones FP

selecionados.
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Como a sele¢do de mutantes FP € feita pelo processo de plaque assay e nesse
processo um unico virion é requerido para iniciar uma placa, conclui-se que os mutantes
FP selecionados ndo devem ser virus interferentes defectivos (DI), uma vez que estes

necessitam de um virus helper para proceder a infeccéo (Potter ez al., 1976).

Neste estudo, cinco clones virais inicialmente com caracteristicas fenotipicas de
mutantes FP foram purificados (FP1, FP2, FP3, FP4, FP5). Células infectadas por estes
clones apresentaram sinais de infec¢do evidentes como micleo hipertrofiado, presenca
de estroma virogénico e presenca de nucleocapsideos. Assim, como visto por Lua et al.

(2002), muitas células FP ndo continham OB.

Embora tenham sido isolados clones com baixa formagdo de células contendo
muitos OB no nucleo, o clone FP2 parece ter resgatado a capacidade de formar células
do tipo MP ou talvez em algum momento tenha sido contaminado com virus selvagem.
Observagdes como grande produgdo de particulas OB infectivas, perfil protéico
mostrando alta sintese de poliedrina, e auséncia de qualquer tipo mutagdo na regido
correspondente ao gene 25k fp, todas similares as obtidas com células infectadas com o
virus padrio (AgMNPV-2D P1), suportam a constatacdo de que o FP2 néo deve ser um

mutante FP.

Todos os demais clones FP apresentaram caracteristicas fenotipicas de mutante
FP em nivel de anélise ultraestrutural e de andlise da seqiiéncia nucleotidica de produtos
de PCR contendo o gene 25k fp, a excec¢do apenas do clone FP5 que ndo apresentou
qualquer alteragdo na seqiiéncia analisada. Os clones FP1, FP3 e FP4 apresentaram

mutagdes pontuais no gene 25k fp assim como foi encontrado para LAMNPYV (Slavicek et
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al., 1995; Bischoff e Slavicek, 1997), HaSNPV (Lua ef al., 2002) e BmMNPV (Katsuma

et al., 1999). O clone FP4 ainda apresentou a deleg¢@o pontual de uma base.

Embora nenhuma mutagdo no gene 25k fp tenha sido encontrada para o clone
FP5, este clone apresentou muita semelhanca com os outros clones mutantes FP
selecionados, tanto em relacdo as caracteristicas fenotipicas como ao perfil protéico
apresentado. Todos os clones FP, exceto o clone FP2, apresentaram reduzida ou quase
nenhuma sintese de poliedrina, diferente da observada para células infectadas com o

virus padrao (AgMNPV-2D P1).

Dentre os clones mutantes FP, o clone FP1 foi o que apresentou menor formagao
de células com poliedros. A maioria das células ndo continham poliedros e eram células
do tipo FP. Das duas muta¢es pontuais que o clone FP1 apresentou na regifo
correspondente ao gene 25k fp uma se localiza provavelmente na regido promotora ¢ a

outra ¢ uma mutag¢ao silenciosa que ndo causa a mudanca de tipo de aminoacido.

Hu et al. (1999) desenvolvendo estudos sobre a especificidade da poliedrina na
geracdo de corpos de oclusdo de baculovirus e também considerando outros trabalhos
anteriomente desenvolvidos relatam que a poliedrina ¢ particulas ODV sdo
provavelmente as principais entidades diretamente envolvidas na oclusdo da particula
ODV. Além disso, considerando que proteina 25K nio é um componente do ODV e que
uma mutacdo no gene 25k fp pode resultar em reduzida sintese de poliedrina (Jarvis et
al., 1992), como demonstrado pelos resultados obtidos no presente trabalho, foi entio
sugerido que a proteina 25K deve exercer indiretamente um papel no processo de

oclusdo viral (Harrison e Summers, 1995a; 1995b).
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Portanto, outros genes responsaveis pela formagdo do OB e oclusdo viral devem
ser investigados quanto a presenca de alteracdes que expliquem os fenotipos

apresentados pelos clones FP1 e FP5.

Com a passagem serial, durante a sele¢cdo dos clones FP, também foram
selecionadas placas com caracteristicas de MP (clones MP2 e MP5), onde as células
apresentavam muitos poliedros por nicleo além de alta produgdo de BV. Virus estaveis
com fenétipo MP e que ndo formam mutantes FP isolados durante a passagem serial
também foram obtidos por Slavicek et al. (1996 ¢ 2001) e Pedrini et al. (2005). Os
clones MP2 e MP5 atualmente estdo sendo testados quanto a estabilidade em passagem
serial. Estes clones que exibem fenotipo MP se tiverem estabilidade em passagem serial
podem ser de grande importancia para a produgdo do virus AgMNPV em cultura de

células Tn5B1-4.

O estudo das alteragdes causadas pela passagem do virus AgMNPV em cultura
de células, neste trabalho, ¢ bastante relevante diante do pouco conhecimento relatado
sobre sua producdo em sistema in vitro e também por se tratar de um baculovirus

(AgMNPV) amplamente utilizado como biopesticida no Brasil.
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CONCLUSOES

e A passagem serial do virus AgMNPV em células cultivadas de Trichoplusia ni
(BTI-Tn-5B1-4) induziu alteracdes tipicas de efeito passagem similares a outros
sistemas descritos na literatura.

e A passagem sucessiva do baculovirus em cultura de células levou a diminui¢do da
producdo de poliedros € o aumento da producdo de virus extracelular (BV).

e A acumulag¢io de mutantes FP (Few Polyhedra) foi evidenciada a partir da sexta
passagem do virus.

e Poliedros formados pela infeccdo com mutantes FP apresentaram formato irregular
com menor nimero de virions oclusos que poliedros do virus selvagem.

e As principais mutagdes identificadas nos clones FP sdo pontuais e ocorreram na
regido do locus do gene 25k fp.

e Em relagdo ao clone FP5, alteragdes genéticas devem ter ocorrido em outro local do
genoma.

e A obtengdo de variantes MP (Many Polyhedra) de AgMNPV constitui uma

interessante estratégia para multiplicacdo do virus em biorreatores
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PERSPECTIVAS

Diante da importancia de pesquisas para desenvolvimento de sistemas de
producio in vitro € com base nos resultados obtidos neste trabalho, os seguintes estudos
poderéo ser alvos de futuras investigagdes:

e Construgdo de um baculovirus recombinante de AgMNPV com interrupgio
(knock out) do gene 25k fp visando experimentos de marker rescue, para analise
de sua funcdo.

e Sequenciamento do gene da poliedrina de mutantes FP para verificagdo de
possiveis mutagdes em outras regides do genoma do virus AgMNPV.,

e Realizacdo de maior nimero de passagens do virus AGMNPYV para investigagio
da geragdo de virus interferentes defectivos.

e Realizacdo de bioensaios utilizando particulas virais de sedimentos de células
infectadas ou por injecdo intrahemocélica de sobrenadantes contendo BV
resultantes da passagem serial de AgMNPYV, para confirmagdo do efeito na
redugdo da viruléncia.

e Determinagdo da estabilidade genética de variantes Many Polyhedra de
AgMNPV pela passagem serial dos clones MP selecionados, visando o seu

emprego como indculo em cultivos com escala maior de produgéo (biorreator).
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