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Resumo 

 

O vírus causador da febre amarela (YFV) é um membro da família Flaviviridae e importante 

arbovírus patogênico ao homem. O diagnóstico da febre amarela é importante tanto para 

medidas de saúde pública como também para o tratamento adequado dos pacientes, já que os 

sintomas iniciais são típicos de outras doenças virais infecciosas. A glicoproteína do envelope 

(E) desse vírus é a maior determinante da imunogenicidade viral e da resposta imunológica do 

hospedeiro. Neste trabalho, a proteína do envelope do vírus da febre amarela foi expressa 

fusionada com a proteína poliedrina (POLH) dos corpos de oclusão do baculovírus Anticarsia 

gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) em células de inseto pela infecção 

com um baculovírus Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) 

recombinante. Primeiramente, foi construído um vetor baculoviral modificado para expressão 

de proteínas heterólogas fusionadas à POLH, o pFastAgPol.  O fragmento de DNA contendo 

o gene da poliedrina (polh) do AgMNPV  foi amplificado e, em seguida, transferido para o 

plasmídeo comercial pFASTBac1™ (Invitrogen). Utilizando o sistema Bac-to-Bac 

(Invitrogen), o AcMNPV recombinante contendo o gene polh de AgMNPV foi construído 

(vAcPolAg). Células de inseto foram infectadas pelo vAcPolAg, e a expressão da proteína 

recombinante analisada por microscopia de luz, SDS-PAGE e Western blot. A proteína foi 

detectada por Western-blot, mas não houve a formação de corpos de oclusão. Um fragmento 

de DNA contendo o gene do envelope do YFV foi clonado no vetor de transferência 

pFastAgPol, em fase com o gene polh, para ser expresso como uma proteína de fusão e 

inserido no genoma do AcMNPV. Células de inseto também foram infectadas com o 

AcMNPV recombinante (vAcPolAgEnv) e a expressão da proteína recombinante foi 

analisada por SDS-PAGE e Western blot, que detectou um polipeptídeo de aproximadamente 

88 kDa, correspondente à fusão da proteína E do vírus amarílico com a POLH de AgMNPV. 



 
 

Entretanto, também não ocorreu a formação de corpos de oclusão. As células infectadas com 

os dois recombinantes também foram analisadas por microscopia de luz, de transmissão e 

pelo microscópio confocal. A não formação de corpos de oclusão pode ter sido causada, no 

caso do vAcPolAg, pela substituição do sítio de terminação do gene polh por um sítio de 

clonagem para a fusão do gene E, o que resultou na introdução de 41 amino ácidos no C-

terminal da POLH. No caso do vírus contendo a proteína de fusão, POLHENV, a própria 

fusão pode ter resultado na formação de uma proteína incapaz de formar corpos de oclusão 

pelas mudanças conformacionais. A construção dos vírus recombinantes, vAcPolAg e 

vAcPolAgEnv, e a expressão das proteínas fusionadas foram bem sucedidas demostrando o 

potencial do sistema bacuoviral para o desevolvimento de técnicas alternativas de diagnóstico 

e produção de vacinas utilizando partes virais. 

 

Palavras-chave: vírus da febre amarela; proteína do envelope; baculovírus; poliedrina e fusão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Abstract 

 

The yellow fever virus (YFV), a member of the family Flaviviridae, is an important arbovirus 

pathogenic to humans. The yellow fever diagnosis its important not only to public health 

measures but also to patients proper treatment, once the initial symptoms are similar to others 

viral infectious diseases. The envelope glycoprotein (E) of this virus is the major 

imunogenicity and host immune response determinant. In this work, the yellow fever virus 

envelope protein was expresse fused to the protein polyhedrin (POLH) of the baculovirus 

Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) occluded bodies in insect 

cells by the infection of a baculovirus Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus 

(AcMNPV) recombinant. First, was constructed  a modified baculoviral vector (pFastAgPol) 

for  heterologous protein expression fused to POLH. The DNA fragment containing the 

AgMNPV polyhedrin gene (polh) was amplified and then transferred to a commercial plasmid 

pFASTBac1™ (Invitrogen).Using the Bac-to-Bac system (Invitrogen), the AcMNPV 

recombinant containg the AgMNPV  polh gene was constructed (vAcPolAg). Insect cells 

were infected with vAcPolAg and the protein expressed was analyzed by light microscopy, 

SDS-PAGE and Western blot. The protein was detected by Western-blot but was not capable 

of forming occlued bodies. A DNA fragment containing  the envelope gene of YFV was 

cloned into the transfer vector pFastAgPol, in frame with the polh gene, in order to be 

expressed as a protein fusion,  and inserted into the AcMNPV genome. Insect cells were also 

infected with the AcMNPV recombinant (vAcPolAgEnv) and  recombinant protein 

expression was analyzed by SDS-PAGE and Western-blot which detected a polypeptide 

around 88kDa, corresponding to the fusion of the yellow fever virus protein E with the 

AgMNPV POLH. However, threre were no formation of occlusion bodies either. Infected 

cells with the two recombinants also were analyzed by light, electron and confocal 



 
 

microscopy. The lack of occlusion body formation, in the case of vAcPolAg, could have been 

due to the substitution of the stop codon of the polh gene by a restriction site for the fusion 

with the E gene which resulted in the introduction of 41 amino acids to the C-terminal end of 

POLH. In the case of virus containing the fusion protein POLHF, the fusion itself could be 

responsible for the formation of a protein uncapable of forming occlusion bodies due to 

conformational changes. The construction of recombinant viruses, vAcPolAg vAcPolAgEnv, 

and expression of fused proteins were successful, demonstrating the potential of the 

baculoviral system for the development of alternative techniques of diagnosis and production 

of viral vaccines using parts of it. 

 

 

Keywords: Yellow fever virus, envelope protein, baculovirus, polyhedron and fusion. 
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1.  INTRODUÇÃO
  

1.1. Febre amarela e epidemiologia. 

 

A febre amarela é uma doença viral infecciosa não contagiosa, endêmica e 

epidêmica, de regiões tropicais da África e da América do Sul. É causada por um arbovírus da 

ordem Nidovirales, pertencente à família Flaviridae do gênero Flavivírus (Lindenbach et al., 

2007; Volk et al., 2009). 

Arbovírus é o termo utilizado para designar vírus transmitidos pela picada do vetor 

artrópode (do inglês: Arthropod Borne Virus). Os principais vetores da febre amarela são as 

fêmeas dos insetos hematófagos da família Culicidae, em especial dos gêneros Aedes e 

Haemagogus (figura 2). Na África, o vírus também foi isolado a partir do carrapato 

Amblyoma variegatum, indicando um possível papel desses insetos na transmissão da virose 

(Vasconcelos, 2003)  

As primeiras referências sobre a febre amarela são encontradas em manuscritos Maias. 

Entretanto, análises de sequências genômicas demonstram que a febre amarela e outras 

arboviroses datam de mais de 3000 anos. Tem provável origem na África e foi trazida para o 

Novo Mundo durante o tráfico de escravos (Monath, 2001). 

 O vírus nunca foi relatado na Ásia, porém o mosquito vetor Aedes aegypti é 

encontrado neste continente. As estirpes de Ae. aegypti asiáticas podem transmitir a febre 

amarela, mas demonstram uma menor capacidade de transmissão que as estirpes americanas. 

Em adição, a imunidade cruzada adquirida depois de infecções por dengue ou outros 

flavivírus pode ter contribuído para a ausência da doença nesse continente. (Barret and Higgs, 

2007) 
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Figura 1. Áreas sob risco de febre amarela e países que reportaram epidemias. Adaptado da WHO. 

http://www.who.int/csr/resources/publications/yellowfev/CSR_ISR_2000_1/en/ 

 

Cerca de 10% dos casos da doença ocorrem na América do Sul tropical (Bolívia, 

Brasil, Colômbia, Equador, Guiana Francesa, Peru e Venezuela) e 90% na África (figura 1). 

Mais de 200.000 casos são relatados anualmente, sendo que aproximadamente 30.000 são 

fatais (Volk et al., 2009) 

No Brasil, entre 2003 e 2007, foram notificados 80 casos confirmados de febre 

amarela, sendo que 36 foram fatais (http://www.cve.saude.sp.gov.br/htm/zoo/fa_03.htm). Em 

fevereiro de 2008 o país teve uma eclosão da doença sendo reportados pelo Ministério da 

Saúde 48 casos, incluindo 13 mortes. Um aumento no número de eventos epizoóticos foi 

observado entre dezembro de 2007 e janeiro de 2008 atingindo mais de 23 novos municípios 

nesse período (http://www.who.int/csr/don/2008_02_07/en/index.html). 
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Existem duas formas de transmissão da doença na natureza: urbana e silvestre (figura 

3). São divisões epidemiológicas, no entanto, idênticas em termos imunológicos e 

patogênicos. O que distingue essas duas formas são os ciclos na natureza, com reservatórios e 

vetores distintos. Apesar de diversas espécies de vertebrados serem suscetíveis à infecção e 

usados em estudos laboratoriais, apenas primatas demonstram estarem envolvidos no ciclo de 

transmissão (Barret and Higgs, 2007). 

No ciclo urbano simples (homem-mosquito), o mosquito Ae. aegypti é responsável 

pela transmissão direta da doença ao homem, pois não existe um hospedeiro amplificador. O 

próprio homem infectado, na fase de viremia (período no qual o vírus pode ser isolado do 

sangue circulante), atua como amplificador e disseminador do vírus na população. O ciclo 

silvestre é mais complexo, pouco compreendido e varia de acordo com a região em que se 

encontra. Na maioria das vezes, o macaco atua como vetor de amplificação e o homem como 

o hospedeiro final (Vasconcelos, 2003). 

    Mosquitos do gênero Aedes são os principais responsáveis pela transmissão na 

África, enquanto na América, o gênero Haemagogus se destaca. Existe um vetor de ligação 

entre os ciclos urbanos e silvestres, na África Oriental, o Ae. simpsoni. Esta espécie sai da 

mata indo picar os indivíduos na periferia das cidades, podendo, assim, manter a transmissão 

urbana contínua. Nas Américas, o principal transmissor da forma silvestre é o Haemagogus 

janthinomys (Vasconcelos, 2003).  
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Figura 2. Imagens dos mosquitos transmissores da febre amarela. A) Foto de um mosquito Ae. aegypti. 

http://www.rc.unesp.br/ib/zoologia/aedes_aegypti.jpg B) Foto de um mosquito Haemagogus janthinomys. 

http://www.fiocruz.br/ccs/media/ioc_amarela2.jpg  

 

                                                                                           

 

 

Figura 3. Esquema mostrando os ciclos selvagem e urbano de transmissão da febre amarela.  
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1.1.1. Manifestações clínicas 

  

A febre amarela é a original febre hemorrágica viral caracterizada por viremia, febre, 

prostração, lesões renais, hepáticas e no miocárdio, hemorragia, choque e alta letalidade 

(Monath, 2005). 

Após a penetração do vírus no corpo humano, via picada do mosquito transmissor, 

ele rapidamente atinge os linfonodos regionais e desaparece da circulação sanguínea nas 24 

horas seguintes (Vasconcelos, 2003). Nos nódulos linfáticos inicia-se a replicação viral. 

Depois da liberação dos vírions através da corrente sanguínea, outros órgãos são infectados: 

fígado, rins, medula óssea, sistema nervoso central, coração, pâncreas, baço e gânglios 

linfáticos (Santos et al.,2002).  

O período de incubação dura de 3 a 6 dias e é sucedido por um quadro clínico 

bifásico, sendo observado um período intermediário, a fase de remissão, entre as duas fases. 

Na primeira fase os sintomas aparecem de forma súbita, como febre alta, mal-estar, cefaleia, 

dores musculares, cansaço e calafrios, podendo também apresentar diarreia e vômito (Santos 

et al.,2002). O período de remissão é caracterizado pelo desaparecimento da febre e dos 

sintomas por pelo menos 24h. Nesse período, o vírus é neutralizado pelos anticorpos e pela 

resposta imune celular (Monath, 2001). Uma vez que o vírus não é mais encontrado na 

corrente sanguínea, o paciente não é mais fonte de infecção para outros mosquitos (Monath, 

2005).   

Após quatro dias, a maioria dos pacientes possui recuperação total, sendo a segunda 

fase dos sintomas leve e rápida.  No entanto, depois do período de remissão, alguns casos 

podem evoluir para a forma grave da doença. Nestes casos, a segunda fase inicia-se 

abruptamente com febre alta e cefaleia intensa. As dores musculares generalizam-se com o 
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aumento das náuseas e vômitos; as funções hepáticas e renais são comprometidas. Pode-se ter 

o óbito ou uma recuperação total sem sequelas (Vasconcelos, 2003). 

O período de viremia consiste na etapa de disseminação do vírus pela corrente 

sanguínea e pode ser de dois a cinco dias dependendo da apresentação clínica. E, somente 

neste período, que os diagnósticos virológicos são capazes de detectar a infecção (Santos et 

al.,2002).  

Infecções anteriores por outros flavivírus podem modular a expressão e o grau de 

manifestação da febre amarela. O efeito depende exclusivamente do vírus causador da 

primeira infecção. Evidências sugerem que infecções pelo vírus da dengue, em particular, 

podem oferecer uma reação de proteção cruzada (Monath, 2001). 

A resposta imunológica é bastante rápida e específica. A resposta humoral foi 

caracterizada e anticorpos IgM são descritos por ELISA principalmente nas duas primeiras 

semanas. Não existem dados que relata um segundo caso de infecção por febre amarela. Os 

anticorpos neutralizantes são os principais mediadores da proteção contra a doença em casos 

de uma nova exposição ao vírus (Monath, 2001).  

A resposta inata do sistema imunológico é essencial para a detecção inicial de uma 

infecção viral e subseqüente ativação da imunidade adaptativa. A resposta imune antiviral in 

vivo é mediada tanto por células dendríticas, macrófagos, células T, células B, como também 

por outros tipos celulares como as células NK (“natural killers”) (Takeuchi, O. & Akira, S., 

2009). 

Com a infecção viral, o reconhecimento de alguns componentes virais como  ssRNA, 

dsRNA e proteínas virais por receptores de reconhecimento-padrão (PBRs) ativa a resposta 

imune inata. Os PBRs são divididos em três classes: os receptores tool-like (TLRs) e 

receptores RIG-I-like (RLRs), que são importantes para a produção de interferons do tipo I 
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(IFNs) e citocinas, e os receptores NOD-like (NLRs) que regulam a maturação das 

interleucinas- 1β (Takeuchi, O. & Akira, S., 2009). 

Nas células do sistema imune, a detecção de componentes virais pelos RLPs e TLRs 

inicia cascatas de sinais intracelulares levando a secreção de interferons do tipo I (IFNs), 

citocinas, quimiocinas e também aumentam a secreção moléculas co-estimuladoras como 

CD40, CD80 e CD86( Takeuchi, O. & Akira, S., 2009). 

Os IFNs ativam vias intracelulares pela ligação com receptores específicos e regulam 

a expressão de diversos genes. Esses genes estão associados com o processo de eliminação 

dos componentes virais de células infectadas, com a indução da apoptose e conferem 

resistência a infecção viral em células não infectadas. Também são produzidos por células 

dendríticas e macrófagos. As citocinas pró-inflamatórias e as quimiocinas ajudam no processo 

de eliminação de componentes virais promovendo a inflamação e recrutando células  inatas e 

adaptativas. Os fatores de co-estimulação são essenciais para a ativação de células T e 

conseqüente obtenção da resposta imunológica ( Takeuchi, O. & Akira, S., 2009). 

 

1.1.2. Diagnóstico e prevenção. 

 

O diagnóstico da febre amarela é importante tanto para medidas de saúde pública 

como também para o tratamento adequado dos pacientes, já que os sintomas iniciais são 

típicos de outras doenças virais infecciosas.  O diagnóstico laboratorial pode ser realizado de 

três maneiras: isolamento e identificação viral; pesquisa de anticorpos e detecção de ácidos 

nucleicos virais. 

Para o isolamento e identificação viral, deve-se recolher o sangue ou o soro do 

paciente coletado até o quarto dia do início da manifestação dos sintomas. Após o quinto dia, 

os anticorpos neutralizantes promovem uma eliminação do agente viral da circulação. O 
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fígado, órgão no qual se encontra a maior quantidade de vírus, não é recomendado ser 

utilizado para biopsia, uma vez que a doença causa hemorragias frequentes (Santos et 

al.2002). Faz-se o isolamento viral em diferentes sistemas: cultura de células animais (células 

Vero, BHK-21, SW13 e AP61) e de mosquito (células C6/36 de Ae. albopictus) (Monath, 

2001; Vasconcelos, 2003; Vera, 2004), intratoracicamente em mosquitos ou em cérebros de 

camundongos recém-nascidos. Evidências da replicação viral são observadas em torno do 5° 

ao 7° dias de cultura após a inoculação viral. São observados efeitos citopáticos na cultura 

celular, principalmente a formação de sincício (as células infectadas sofrem uma fusão de 

suas membranas plasmáticas, originando células gigantes e multinucleadas), efeito 

característico de infecções pelo grupo dos flavivírus. Para identificação do vírus, são 

utilizados testes sorológicos como teste de neutralização, fixação do complemento, 

imunofluorescência indireta e ensaio enzimático (Vasconcelos, 2003). 

O teste de neutralização baseia-se no fundamento de que um vírus infeccioso ao 

interagir com o anticorpo específico é neutralizado, perdendo sua capacidade de infectar 

outras células. Este teste pode ser usado tanto para a identificação de vírus desconhecidos 

quanto para avaliar o nível de anticorpos. No caso da febre amarela, precisa-se confirmar a 

presença do vírus específico. Uma suspensão do vírus a ser identificado é misturada com uma 

suspensão de anticorpos específicos ou, para a detecção de anticorpos específicos, uma 

suspensão do vírus conhecido é misturada ao soro do paciente que contém os anticorpos de 

especificidade desconhecida (Santos et al.2002). Uma vez que o anticorpo padrão para a febre 

amarela é utilizado e, ao se ligar ao vírus encontrado na cultura celular, este perde sua 

atividade infectiva e confirma-se o diagnóstico da febre amarela. 

No teste de fixação do complemento, este é fixado pela presença de um complexo 

antígeno-anticorpo. A reação ocorre em duas fases. Na primeira são misturados o anticorpo 

antifebre amarela, o antígeno específico (sobrenadante de células infectadas pelo soro), o 
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complemento e estes são incubados. Se for formada a ligação anticorpo-antígeno, o 

complemento é fixado. Na segunda fase, o complexo hemácea-anticorpo anti-hemácea é 

adicionado na mistura. Se o complemento se ligar na primeira fase, este não estará mais 

disponível para interagir no complexo hemácea-anticorpo, e assim as hemáceas permanecerão 

intactas. A ausência de hemólise indica a formação do imunocomplexo. (Santos et al.2002) 

A técnica de imunofluorescência utiliza anticorpos conjugados, que são anticorpos 

marcados com corantes fluorescentes (isotiocinato de fluoresceína- FITC). O teste de 

imunofluorescência indireta é realizado, também, em duas etapas, que revelam se os 

anticorpos anti-imunoglobulinas monoclonais conjugados ligam no complexo antígeno-

anticorpo formado previamente na placa de um possível infectado. As amostras positivas 

aparecerão fluorescentes na analise por microscopia de fluorescência. (Santos et al.2002) 

Os métodos sorológicos são baseados em reações imunoenzimáticas, sendo assim, os 

testes identificam antígenos ou anticorpos, utilizando anticorpos conjugados com enzimas. 

Observações qualitativas ou de avaliações espectrofotométricas (quantitativa) da coloração 

produzida na reação também permitem realizar a detecção da infecção. Para a febre amarela, 

utiliza-se o teste MAC-ELISA para a detecção de IgM (pesquisa de anticorpos recentes)         

(Santos et al.2002). As reações cruzadas entre o vírus amarílico e outros flavivírus são fatores 

que dificultam o diagnóstico sorológico, principalmente em áreas endêmicas de múltiplos 

flavivírus (Monath, 2001). 

O MAC-ELISA é o diagnóstico mais utilizado atualmente e envolve a detecção de 

um imunocomplexo fixo em um suporte. Para a febre amarela, o suporte é sensibilizado com 

o antígeno viral e depois o soro (presença de anticorpos IgM) do paciente infectado é 

adicionado. Após a reação do material teste com a fase sólida, é adicionado o anti-IgM 

conjugado a uma enzima. Depois de um período de incubação, a enzima atua sobre o 

substrato produzindo uma mudança de cor (Santos et al.,2002). O MAC-ELISA anti-IgM é 
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capaz de fornecer um diagnóstico rápido se a amostra for obtida a partir do quinto dia de 

doença. Os IgM aparecem no sistema imunológico por uma infecção recente (2-3 meses) e 

corrente (atual). Comparam-se os resultados sorológicos das amostras agudas ou 

convalescentes. Se os títulos de anticorpos das amostras convalescentes forem quatro vezes ou 

mais do que os das amostras agudas, comprova-se a infecção recente pelo vírus. 

(Vasconcelos, 2003)  

A detecção do ácido nucleico é realizada com a utilização da técnica de reação de 

transcriptase reversa seguida da reação em cadeia de polimerase (RT-PCR) (Santos et al., 

2002). Ocorre a extração do ácido ribonucleico da amostra de sangue e, a partir deste, 

confecciona-se um DNA complementar com a enzima transcriptase reversa. Na PCR, utiliza-

se oligonucleotídeos específicos às sequências virais e, assim, sua amplificação e detecção. 

Não existe nenhum medicamento específico e as manifestações clínicas é que 

direcionam a utilização dos medicamentos apropriados. É comum o uso de analgésicos e a 

antitérmicos utilizados nos caso de infecções por outras viroses com manifestações similares. 

Porém, medicamentos que contém o ácido acetilsalicílico ou derivados são contra indicados, 

uma vez que tendem a agravar possíveis hemorragias. Antieméticos também são utilizados 

para controlar os vômitos juntamente com outras substâncias como, ranitidina e omeprazol, 

para proteger a mucosa gástrica. (Vasconcelos, 2003) 

A vacinação tornou-se o método mais eficaz de prevenção da febre amarela. 

Desenvolvida por Theiler e Smith, em 1927, só foi disponibilizada para o uso a partir de 1937. 

Ela é constituída pelo vírus atenuado da linhagem 17D, sendo utilizadas duas cepas: 17DD no 

Brasil e 17D-24 em outros países (Barret & Higgs ,2007). 

A vacina foi desenvolvida por passagens empíricas em tecidos embrionários de 

galinhas, resultando em múltiplas mutações nos genes viras estruturais e não-estruturais 

(Monath, 2001). Permite uma replicação viral limitada, entretanto com significante expansão 
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e disseminação pelo hospedeiro. Tem-se uma grande resposta de anticorpos neutralizantes 

necessitando de apenas uma única dose que é renovada a cada dez anos (CMAJ,2004).  

 Casos de reações contra a vacinação são raros, porém, duas complicações são 

características: doenças neurotrópicas (encefalite pós-vacina, que é a infecção e lesão das 

células do sistema nervoso) e doenças viscerotrópicas (tropismo do vírus e lesão dos tecidos 

do fígado, rins e coração) (Monath, 2005). 

Por ser um vírus atenuado, a vacina é contra indicada a pessoas com 

imunodeficiência (risco de depressão do sistema imune), gestantes (risco de transmissão ao 

feto) e a indivíduos alérgicos a proteína do ovo, pois é produzida em tecidos de ovos 

embrionários de galinhas, podendo gerar um choque anafilático (Barnett, 2007).  

Gaucher et al., (2008), demonstrou que a imunização pela vacina 17-D contra a febre 

amarela  gera uma resposta imunológica integrada por diversos componentes da imunidade 

inata como o sistema complemento, os inflamossomos e inteferons. Por meio da ativação de 

receptores TLR7 que reconhecem o genoma viral amarílico, ocorre à regulação da expressão 

de citocinas inflamatórias como IL-6, IL-2 e IFNs tipo I.  

A imunidade adaptativa é gerada por uma produção inicial de células T citotóxicas 

seguida de uma variável e forte produção de células B (Gaucher et al., 2008). Após sete dias 

de vacinação, já é possível observar uma produção anticorpos IgM e, com duas semanas, eles 

chegam a sua concentração máxima. Durante as seis primeiras semanas, a titulação de IgM 

ainda é bem maior que a de IgG e eles persistem, por pelo menos, dezoito meses. Os 

anticorpos IgG são desenvolvidos mais lentamente e podem persistir por mais de 40 anos 

(Pulendran, 2009). 

A possibilidade de utilização do vírus 17-D como vetor para outros genes vem sendo 

amplamente debatido. A substituição dos genes estruturais pré-M/M/E (Monath & Lai, 2003), 

expressão de diferentes epítopos na da Proteína E (Bonaldo et al.,2002; Bonaldo et al.,2005) 
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ou a inserção destes entre proteínas não estruturais flanqueadas por sítios específicos de 

clivagem por proteases (McAllister et al., 2000) são exemplos de técnicas  para construção de 

vírus quiméricos baseados no 17D. Bonaldo et al. (2007), demonstrou que a inserção da 

proteína fluorescente verde (EGFP) entre os genes do E e NS1 dos vírus 17D e 17D-Dengue 4 

permitiu o correto processamento da poliproteína viral e não comprometeu a viabilidade dos 

vírus recombinantes. Eles também são capazes de estimular anticorpos neutralizantes contra a 

febre amarela e anticorpos contra EGFP. Estes diferentes sistemas são úteis para o 

desenvolvimento de novas vacinas vivas contra diferentes doenças humanas.  

 

1.1.3. Vírus amarílico 

 

O vírus amarílico pertence ao gênero Flavivírus da família Flaviviridae. Os flavivírus 

(do latim flavus, ou “amarelo”, referindo ao vírus da febre amarela) são pequenos vírus 

animais envelopados contendo uma única fita de RNA positivo como material genômico. 

Incluem mais de 68 membros, sendo a maioria arboviroses, transmitidos aos vertebrados por 

mosquitos ou por outros parasitas que se alimentam de sangue. Pertencem também a esse 

gênero os vírus causadores da Encefalite Japonesa, Encefalite de St. Louis, Dengue e a Febre 

do Nilo (Chambers et al, 1990; Lindenbach et al., 2007). 

O vírion da febre amarela tem uma forma esférica medindo cerca de 40-50 mm de 

diâmetro (figura 4b). Possui um envelope lipídico, originário da célula hospedeira, que 

envolve um capsídeo proteico de simetria icosaédrica (figura 4c) (Lindenbach et al., 2007). 

No envelope lipídico, são inseridas pequenas proteínas de membrana e espículas de natureza 

glicoprotéica  (Santos et al, 2002).  
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Figura 4. Partícula viral. A) Imagem computacional mostrando a superfície do nucleocapsídeo do vírion da febre 

amarela. http://www.novartisvaccines.com/press-room/media/Yellow_fever_tn.jpg  

B) Micrografia eletrônica mostrando múltiplos vírions do vírus da febre amarela (aumento de 234.000 X). 

Adaptado de http://pathmicro.med.sc.edu/mhunt/yellow%20fever%20virus.jpg 

C) Estrutura intracelular e extracelular do vírion de vírus pertencentes ao grupo Flavivírus. Adaptado de 

Chambers et al., 1990. 

 

Ao contrário do vírus da Dengue que possui quatro sorotipos distintos (tipos 1, 2, 3, 

4), apenas um sorotipo do vírus amarílico é reconhecido. Poucas alterações genéticas entre as 

cepas da África e da América permitem a caracterização de sete genótipos amarílicos (cinco 

africanos e dois sul-americanos). Apesar de não se poder afirmar a ocorrência de uma 

variação da virulência entre eles, a eclosão da doença está associada com determinados 

genótipos (Vasconcelos, 2003; von Lindern et al., 2006; Barret & Higgs ,2007). Pode-se 

relacionar o genótipo tipo 1 do leste africano com frequentes insurreições, sugerindo que este 

vírus pode ser mais virulento ou infeccioso em humanos. Além disso, este genótipo também é 

B 

C

A 
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geneticamente heterogêneo (Mutebi et al., 2001), podendo ser mais adaptado a diferentes 

condições de transmissão, como as que ocorrem em eventos de eclosão (Barret & Higgs, 

2007).  

O genoma do vírus amarílico é constituído por um único RNA fita simples, não 

segmentado e com polaridade positiva (sequência semelhante ao RNAm). Possui 10.806 

nucleotídeos codificando 3.411 aminoácidos, precursores de uma única poliproteína. Na 

extremidade 5’ possui uma estrutura “cap” tipo 1 (m7GpppAmp) e não apresenta uma cauda 

poli-A no final da extremidade 3’ (Chambers et al, 1990;  Brendenbeek et al.,2003; Mutebi et 

al., 2004; Lindenbach et al., 2007).  

Possui uma única fase aberta de leitura (ORF) que é flanqueada por regiões não 

codificantes em ambos os terminais (NCR): 5’NCR com aproximadamente 100 nucleotídeos e 

a 3’NCR possui de 400 a 700 nucleotídeos. São regiões de grandes variações de tamanho e 

heterogenicidade nucleotídica entre as diferentes estirpes virais. As NCR não codificam para 

proteínas virais, mas são importantes para a regulação e expressão do vírus (Vasconcelos, 

2003; Lindenbach et al., 2007). Variações na 3’NCR podem alterar a virulência, reduzir a 

infectividade nos mosquitos e o crescimento viral em placas celulares, indicando que nesta 

região existem determinantes moleculares para essas características (Bryant et al., 2005).  

A única e longa ORF produz uma grande poliproteína que é clivada em 10 proteínas: 

5’-C-pr(M)-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-3’ (Chambers et al, 1990; 

Brendenbeek et al.,2003; Mutebi et al., 2004; Lindenbach et al., 2007). As proteínas 

estruturais são: C (capsídeo), M (membrana) e E (envelope). As proteínas não estruturais 

incluem as de alta massa molecular e altamente conservadas NS1, NS3 e NS5, e as quatro 

pequenas proteínas NS2A, NS2B, NS4A e NS4B (figura 5). Dados da sequência N-terminal 

da proteína do capsídeo demonstram que a tradução pode começar no primeiro AUG da ORF. 
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O final da tradução não é direcionado por um códon preferencial de terminação, todos os três 

estão presentes (UAA, UAG e UGA) (Chambers et al, 1990).              

  

   Estrutura do genoma da febre amarela 

 

Figura 05. Estrutura genômica do vírus da febre amarela com os genes estruturais, não estruturais, regiões não 

traduzidas 5’ NTR e 3’ NTR e a formação das proteínas virais após o processamento proteolítico. Fonte: 

Machado, 2007. 

 

A poliproteína é clivada progressivamente, dando origem às proteínas virais 

individuais em um processo direcionado por proteases do hospedeiro e do vírus original 

(Chambers et al, 1990; Santos et al., 2002; Wu et al., 2005). Peptidases sinal do hospedeiro 

são responsáveis pela clivagem entre C/prM; prM/E; E/NS1 e NS4A/NS4B e serino proteases 

virais clivam entre NS2A/NS2B; NS2B/NS3; NS3/NS4A E NS4B/NS5. Ainda é 

desconhecida a enzima responsável pelo processamento entre a NS1/NS2A (Lindenbach et 

al., 2007). O correto processamento influencia diretamente na replicação viral (Stocks & 

Lobigs, 1998).  

Depois da tradução da proteína pré-M, o polissomo fica associado ao RER sendo a 

tradução de todas as proteínas virais dependentes de uma associação de membrana (Chambers 
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et al., 1990; Santos et al., 2002; Wu et al.,2005). As proteínas estruturais são incorporadas 

nos vírions maduros que serão liberados no meio extracelular e as proteínas não estruturais 

ficam retidas nas células infectadas (Monath, 2001).  

A proteína C codifica a formação do nucleocapsídeo viral e a proteína E dá origem 

ao envelope. A proteína do Capsídeo é pequena (12-14 kDa) e carregada positivamente (27% 

Lys + Arg) (Chambers et al., 1990; Lindenbach et al., 2007). Durante uma infecção, o 

organismo humano responde com a produção de anticorpos inibidores de hemaglutinação (IH) 

contra as glicoproteínas do envelope e anticorpos neutralizantes (N) contra a proteína C 

(Vasconcelos, 2003). 

A proteína pré-M com aproximadamente 26 kDa é precursora da proteína M. A sua 

região N-terminal contêm de um a três sítios de glicosilação e seis resíduos de cisteína 

conservados, todos com ligação dissulfeto. Esta proteína também auxilia no correto 

enovelamento da proteína do envelope ao impedir um rearranjo proteico para a forma 

fusogênica catalisado por um pH ácido durante a passagem do vírion pela via secretora 

celular.  Na partícula imatura do vírion, as proteínas pré-M e E estão associadas formando um 

heterodímero. Entretanto, quando a partícula torna-se madura, ocorre a clivagem da  proteína 

pré-M, no Complexo de Golgi, desestabilizando o heterodímero com a liberação do fragmento 

pré e a formação dos homodímeros do envelope (Lindenbach et al., 2007). Dessa forma, o 

vírus adquire a capacidade de indução de fusão celular, aglutinação de eritrócitos e infecção 

de células suscetíveis. (Keelapang et al., 2004; Op de Beeck et al.,2004) 

A glicoproteína E, maior componente do envelope viral, é responsável pelos eventos 

iniciais de infecção e também é o principal alvo da resposta imune do hospedeiro (Monath, 

2001). A proteína não estrutural NS1 é N-glicosilada e apresenta uma massa molecular 46 

kDa. Tanto para o vírus da febre amarela, quanto para o vírus causador da encefalite japonesa, 
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uma proteína contendo a NS1 e uma porção da NS2A pode ser encontrada associada às 

células (Lindenbach et al., 2007).  

 A infecção por flavivírus induz a formação de anticorpos contra a NS1 ocorrendo 

fixação pelo sistema complemento (Chambers et al., 1990; Monath, 2001). A ativação tipo-

específica, do sistema complememto e grupos reativos de epítopos definidos para a NS1 

levam as hipóteses de que essa proteína atua em diversos aspectos da imunidade de proteção 

(Lindenbach et al., 2007). A imunização ativa por NS1 ou a imunização passiva com 

anticorpos monoclonais anti-NS1 protegem os animais contra desafios propostos por 

flavivírus homólogos (Chambers et al., 1990). 

A proteína NS2A é encontrada em associação às membranas celulares e está 

envolvida no processamento e maturação da proteína NS1 (Vasconcelos, 2003); na montagem 

dos vírions; na replicação do RNA além de interagir com a região 3`NCR (Lindenbach et al., 

2007).   

A segunda maior proteína viral, NS3, possui massa molecular entre 68-70 kDa sendo 

altamente conservada entre os flavivírus. Propõe-se que a NS3 esteja envolvida nos processos 

de replicação do RNA viral, e nas clivagens da poliproteína. Comparações das sequências 

também sugerem pelo menos duas funções: atividade para proteases e trifosfatase/helicase de 

nucleotídeos (Lindenbach et al., 2007).  

As proteínas NS2B, NS4A e NS4B são pequenas proteínas como a NS2A e pouco 

conservadas entre os flavivírus. A proteína NS2B é responsável por formar os componentes 

do capsídeo durante a replicação viral e as proteínas NS4A e NS4B são possíveis 

componentes da replicase encontrando-se associadas à membrana celular (Vasconcelos, 2003; 

Lindenbach et al., 2007). 

 A proteína NS5 é a maior proteína viral com massa molecular de 103-104 kDa. A 

possível participação da NS5 como RNA polimerase viral e a clivagem do N-terminal por 
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clivagem no compartimento citoplasmático sugerem que a NS5 está localizada no citoplasma 

ao invés de estar associada às membranas (Chambers et al., 1990; Lindenbach et al., 2007).  

A biossíntese viral inicia-se com a adsorção, ligação específica irreversível de uma 

glicoproteína viral a um constituinte da célula hospedeira (receptor). Ainda é desconhecida a 

estrutura responsável pela ligação do vírus amarílico à superfície celular. Sabe-se que, a 

proteína do envelope, no grupo dos flavivírus, é responsável pela maioria das ligações com 

receptores específicos celulares (Santos et al, 2002).  

Os vírions se agregam em regiões de grande concentração da proteína clatrina na 

superfície celular e, posteriormente, são internalizados em vesículas. Essas vesículas sofrem 

um desnudamento, perdendo a cobertura de clatrina, e uma reação de acidificação leva a fusão 

de membranas, liberando os nucleocapsídeo ao citoplasma. Devido à queda do pH 

intravesicular, a proteína do envelope sofre mudanças conformacionais necessárias para a 

fusão e liberação dos vírions no meio citoplasmático (Chambers et al., 1990; Santos et al, 

2002, Lindenbach et al., 2007). A síntese do RNA pode ser detectada entre 3 e 6 horas após o 

inicio da infecção e a liberação das partículas infectivas ocorre por voltas de 12 horas pós-

infecção ( Lindenbach et al., 2007) . 

A replicação ocorre no citoplasma e começa com a síntese de uma fita de RNA 

complementar com polaridade negativa. Este servirá de molde para a produção de novas fitas 

de RNA com polaridade positiva. O RNAm é traduzido em uma única poliproteína que, 

posteriormente, é clivada em proteínas estruturais e não estruturais que farão parte da 

partícula viral (Santos et al, 2002). As proteínas não estruturais, NS3 e NS5, formam um 

complexo de replicação viral, com diversas funções enzimáticas, entre elas, função de RNA 

polimerase dependente de RNA, metiltransferase e helicase (Jones et al., 2003).  

A montagem dos novos vírions ocorre próximo ao retículo endoplasmático, onde 

adquire o envelope. A morfogênese ocorre dentro de vesículas intracelulares onde são 
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maturadas as glicoproteínas. O principal mecanismo de liberação da partícula viral é a 

exocitose das vesículas, estas se fundem com a membrana plasmática sendo liberadas para o 

meio extracelular. O brotamento, em lise celular, pode ser observado ocasionalmente. (Santos 

et al, 2002)  

Em resumo, pode-se descrever a replicação do vírus amarílico da seguinte maneira: o 

vírus entra na célula por endocitose mediada pela associação de proteínas à receptores 

celulares específicos (figura 6). Através de uma queda no pH, o envelope viral funde-se à 

membrana do endossomo liberando o capsídeo no citoplasma. Após a descapsidação e 

liberação do genoma viral, ocorre a tradução do genoma (RNAm com sentido positivo)  na 

poliproteína. Esta é processada e suas proteínas são direcionadas para a formação correta do 

vírion. As proteínas pré-M e do envelope seguem para a membrana do retículo 

endoplasmático rugoso (RER) onde são transportadas. Já a proteína do capsídeo direciona-se 

para a formação das subunidades do nucleocapsídeo. Enquanto isso, as proteínas não 

estruturais formam um complexo para a replicação do RNA viral. Com a montagem do 

nucleocapsídeo, este adquire a membrana do RER que contém as proteínas pré-M e E. A  

vesícula, com a partícula viral imatura seguem para o complexo de golgi (CG) para 

modificações pós-traducionais. Depois, a vesícula, por brotamento, sai do CG, ocorre à 

maturação da partícula viral e consequente exocitose do vírion. 
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Figura 6. Esquema do ciclo de replicação de Flavivírus. 1) Entrada do vírion. 2) Fusão do endossomo com a 

vesícula contendo o vírus. 3) Liberação do nucleocapsídeo no citoplasma celular. 4) Descapsidação e 

consequente liberação do genoma viral. 5) Tradução do genoma de RNA+ em uma poliproteína. 6) Proteína pré-

M (prM) e envelope (E) seguem para o retículo endoplasmático rugoso (RER) e são expressas em sua 

membrana. 7) Proteína do Capsídeo formando as subunidades que irão compor o capsídeo. 8) Proteínas não 

estruturais atuando na replicação viral. 9) Montagem do nucleocapsídeo. 10) Aquisição da membrana do RER 

contendo a proteína prM e E. 11) A partícula viral imatura segue para o Complexo de Golgi. 12) Modificações 

pós-traducionais ocorrem no Complexo de Golgi. 14) Vesícula com a partícula imatura brota do Complexo de 

Golgi em direção à membrana celular. 15) Liberação do vírus da febre amarela para o exterior celular por fusão 

de membrana. Ilustração: Maria Creuza Barros.  Fonte: Machado, 2007. 
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1.1.4. Proteína E  

 

A proteína do envelope é a maior proteína estrutural com massa molecular entre 53-

54 kDa. Ela é alvo de diversos processos de glicosilação e estes podem influenciar a 

especificidade do hospedeiro entre as diversas linhagens do vírus amarílico juntamente com 

os diferentes estágios de maturação desta proteína (Chambers et al., 1990). Suas principais 

funções biológicas incluem a ligação e entrada dos vírions nas células hospedeiras; a fusão 

com as membranas das vesículas internalizadas e a maior ligação com os anticorpos 

neutralizantes (Volk et al., 2009).  

O N e C-terminais são produzidos por clivagens direcionados por um peptídeo sinal. 

O longo ectodomínio N-terminal constituído de 395 resíduos está ancorado na bicamada 

lipídica por meio do domínio hidrofóbico C-terminal (Chambers et al., 1990; Volk et al., 

2009). O ectodomínio organiza-se estruturalmente como um dímero e cada monômero possui 

três domínios em barril-β (Figura 7): o domínio III - responsável por intermediar as interações 

entre o vírus e as estruturas do hospedeiro relacionadas com a ligação viral; o domínio II - tem 

características hidrofóbicas interagindo com as membranas das células alvo durante a fusão e, 

por último, o domínio I - participa das alterações conformacionais que direcionam o processo 

de fusão (Pierson & Diamond, 2008).  

Os domínios I e II encontram-se paralelos à superfície do vírion maduro e possuem 

os sítios de N-glicosilação além dos peptídeos e regiões de fusão. O domínio III é levemente 

projetado sobre a superfície da partícula pré-fusão e interações entre suas subunidades 

formam poros onde os receptores celulares se ligam. Este domínio também contém epítopos 

importantes para a neutralização tipo-específica do vírus ( Volk et al., 2009) .  

A estrutura do domínio III do vírus amarílico é diferente da estrutura dos outros 

flavivírus que possuem os mosquitos como vetores de transmissão. A região exposta possui 
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tamanho menor devido a um único aminoácido em uma das suas folhas- β, a metionina na 

posição 304. Porém, ela é exatamente do mesmo tamanho que as estruturas encontradas nos 

flavivírus transmitidos por carrapatos. Na mesma localização do resíduo de metionina, 

encontra-se o principal resíduo determinante do epítopo de neutralização do vírus amarílico, a 

prolina na posição 325. Estes dados demonstram que as variações químicas e estruturais no 

domínio III entre os diferentes flavivírus provavelmente contribuem para a grande diversidade 

de antígenos encontrada neste grupo ( Volk et al., 2009) . 

A diminuição da patogenicidade e a perda ou ganho de epítopos particulares podem 

alterar as interações dos sítios de ligação da Proteína E com os receptores da membrana 

plasmática. Por isso, esta proteína interfere diretamente nos processos de atenuação viral e na 

produção de vacinas contra a febre amarela. Comparações entre os epítopos de estirpes 

selvagens e epítopos de vírus utilizados na vacina amarílica demonstram que ocorre uma 

perda e o aparecimento de diferentes epítopos nos vírus atenuados resultando em alterações na 

imunogenicidade da proteína do envelope. (Sil et al., 1992). 
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Figura 7. Estrutura do ectodomínio da Proteína E nas conformações pré e pós-fusão. A) Conformação dimérica 

pré-fusão. Em um monômero: os domínios I, II e III estão coloridos em vermelho, amarelo e azul, 

respectivamente, e o peptídeo de fusão é mostrado em verde. B) Conformação trimérica pós-fusão. Um 

monômero possui os domínios e peptídeo de fusão coloridos como em A, enquanto os outros dois domínios 

estão coloridos em cinza. Fonte: Mukhopadhyay et al., 2005. 

 

Stiasny et al.,(2009), baseados nas estruturas atômicas das conformações da proteína E 

pré e pós-fusão, propuseram um modelo contendo cada etapa necessária para a fusão e entrada 

do vírion na célula, desde a semi-estável conformação deste proteína interagindo com a 

superfície celular até a formação do poro de fusão pela conversão da proteína E em uma 

estrutura trimérica estável. 
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O processo de fusão precisa ser ativado por um sinal específico que conduzirá as 

diversas mudanças conformacionais expondo uma estrutura hidrofóbica, o peptídeo de fusão, 

que interage e estabiliza o contato entre as membranas celulares e virais. Nos casos dos vírus 

dependentes de pH baixo para fusão, como os flavivírus, as histidinas vem sendo propostas 

como sensores de pH ativando o início do processo. A fusão ocorre em  pH 6 que é próximo 

ao pKa da histidina (pKa ~ 6-7) deixando-a protonada. Na conformação pré-fusão, o peptídeo 

localiza-se no domínio II e está escondido pelas interações hidrofóbicas entre os domínios I e 

III (Figura 8B). A protonação da histidina desestabiliza essas interações dos domínios I e II 

liberando o peptídeo de fusão para associar-se com a membrana celular. Depois, tem-se uma 

trimerização e relocação do domínio III ao lado da região de contato das membranas, sua 

estabilização e formação do poro de fusão. O estudo de cada detalhe deste processo a nível 

molecular contribui para a pesquisa de compostos antivirais que desestabilizam as estruturas 

de transição durante a fusão (Stiasny et al., 2009). 

 Depois da fusão, o nucleocapsídeo é liberado no citoplasma, o RNA e a proteína do 

capsídeo se dissociam e a replicação do genoma juntamente com a montagem das partículas 

começa. Inicialmente, partículas imaturas contendo as proteínas E, pré-M, a membrana 

lipídica e o nucleocapsídeo são formadas no lúmen do retículo endoplasmático, porém não 

são capazes de induzir a fusão com a célula do hospedeiro, ou seja, são não infecciosos 

(Mukhopadhyay et al., 2005).  

 A maturação viral envolve dois processos. Primeiramente, uma mudança 

conformacional irreversível induzida pelo pH entre as proteínas pré-M e do envelope ocorre 

no CG, seguida da clivagem da proteína pré-M por uma furina. Durante a maturação, as 

proteínas pré-M e E, que estão associadas como heterodímeros, se dissociam e formam vários 

homodímeros da proteína do envelope ao longo de toda a superfície viral (Figura 8A). A 

proteína do envelope depende da liberação do fragmento pré-M para adquirir a conformação 
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fusogênica ativa e, dessa maneira, tornar a partícula viral infectiva (Mukhopadhyay et al., 

2005,  Lindenbach et al., 2007).  

 

 

Figura 8. A) Conformações da proteína do envelope nos vírions imaturos e maturos. Fonte: Lindenbach et 

al.,2007. B) Esquema do processo de fusão: a) a proteína do envelope na sua conformação dimérica na 

superfície viral e o peptídeo de fusão (em verde) internalizado no dímero; b) proteína se liga ao receptor e é 

internalizada no endossomo. Em condições de pH baixo, o domínio II gira externamente ao redor da membrana 

do hospedeiro; c) esta mudança conformacional permite que a proteína do envelope se rearranje lateralmente. O 

peptídeo de fusão se insere na parte externa da membrana, impossibilitando a trimerização da Proteína E; d) o 

domínio III se dobra e, este processo direciona a membrana viral para o peptídeo de fusão e para a membrana 

celular do hospedeiro; e) o domínio III vai em direção ao domínio II e a hemifusão da membranas lipídicas 

ocorre; f) finamente, o trímero é formado enquanto as regiões transmembranas e o peptídeo de fusão se 

aproximam. Fonte: Mukhopadhyay et al., 2005 

 

A B Membrana celular do hospedeiro 

A B C 

D E F 

Superfície viral 
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1.2. Baculovírus 

 

Os baculovírus compreendem o grupo de vírus de insetos mais estudado. São 

capazes de infectar diversos hospedeiros artrópodes, principalmente as ordens Lepidóptera, 

Díptera e Hymenoptera. Possui alto potencial como ferramenta biotecnológica devido a sua 

alta especificidade de inseto-alvo, não afetando o ser humano (Gröner, 1986). São usados 

como agentes de controle biológico (Payne, 1986; Moscardi, 1999; Castro et al., 1999), 

principais vetores de expressão utilizados em células de insetos (O’Reilly et al.,1992) e 

candidatos a vetores de terapia gênica, capazes de infectar organismos não-artrópodes sem a 

capacidade de se replicarem (Boyce & Bucher, 1996; Ribeiro & Crook, 1998; Tani et al., 

2003) 

Com fácil disseminação no ambiente, alta especificidade e inofensivos a organismos 

vertebrados e plantas, sua utilização como bioinseticida é vantajosa tanto no campo ecológico 

quanto no econômico. O maior programa de utilização de baculovírus como inseticidas foi 

implementado no Brasil e já foi utilizado em mais de dois milhões de hectares contra a praga 

da soja utilizando o baculovírus Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus 

(AgMNPV). (Moscardi, comunicação pessoal ). 

 Como vetores de expressão de genes heterólogos, são capazes de expressar diversas 

proteínas em células de insetos. Essas proteínas são ativas biologicamente, imunologicamente 

similares às naturais, sendo expressas em altos níveis. Além de seguro, esse sistema é 

vantajoso por ser um ambiente eucariótico, permitindo a expressão de proteínas complexas e a 

coexpressão de dois ou mais genes. A introdução de genes no genoma do baculovírus precisa 

ocorrer no lugar de um gene não-essencial para a replicação e que esteja sob o comando de 

um promotor forte (O’Reilly et al.,1992; Ribeiro et al., 1998). A utilização dos BEVs 

(Baculovírus como Vetores de Expressão) em conjunto com células de inseto proporciona um 
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ambiente eucariótico capaz de estabelecer as modificações pós-traducionais as quais muitas 

proteínas necessitam para serem ativas.  

 

1.2.1. Classificação 

 

 De acordo com o Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus, os baculovírus 

pertencem à família Baculoviridae e, com base na morfologia (tamanho e forma) dos corpos 

de oclusão e outras características, foram divididos em dois gêneros: os Nucleopolyhedrovirus 

(NPV) e Granulovirus (GV) (Ribeiro et al.,1998; Theilmann et al., 2005). Corpos de oclusão 

(OB, do inglês: “Occlusion Body”) é a denominação para a oclusão cristalina de natureza 

proteica que envolve os vírus dessa família (Ribeiro et al., 1998). 

O gênero Granulovirus, ou vírus da granulose, possui um corpo de oclusão 

denominado grânulo na forma ovicilíndrica com cerca de 0,3 a 0,5µm (Crook, 1991). Seu 

principal componente proteico e formador dos OBs é a granulina com aproximadamente 

30.000 Daltons de massa molecular (Ribeiro et al., 1998). Cada grânulo pode ter um vírion, 

raramente dois ou três. Esse grupo é pouco estudado, principalmente, pela falta de linhagens 

celulares adequadas para a sua replicação e por possuírem uma restrita gama de hospedeiros 

(Winstanley & Crook, 1993; Ribeiro et al., 1998).  

Os Nucleopolyhedrovirus (NPV) possuem corpos de oclusão constituídos por 

subunidades da proteína poliedrina e são denominados poliedros variando entre 0,15 a 15µm 

(Bilimoria, 1991). Essa proteína também possui uma massa molecular similar a da granulina e 

constituem cerca de 95% do conteúdo proteico do OB. Ao contrário dos Granulovirus, cada 

poliedro pode conter apenas um nucleocapsídeo por vírion (single nucleopolyhedrovirus-

SNPV) ou vários (multiple nucleopolyhedrovirus – NMPV) (Bilimoria, 1991, Ribeiro et al., 

1998; Castro e Souza, 2006). Os NPVs são encontrados em mais de 600 espécies hospedeiras 
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(Ribeiro et al., 1998). Zanotto et al., (1993) propôs uma subdivisão dos NPVs  em dois 

grupos, NPV I e NPVII, baseado em estudos filogenéticos do gene da poliedrina (polh). 

Análises filogenéticas de todos os genes conservados que foram utilizados nos estudos até o 

momento confirmam essa subdivisão (Herniou et al., 2003; Nakai et al., 2003). 

Zehle et al., (2006), baseado em análises genômicas, sugere uma nova revisão da 

taxonomia e da classificação dos baculovírus. Comparações de 29 genomas baculovirais 

indicam que a filogenia desses vírus segue uma classificação por hospedeiros ao contrário de 

características morfológicas como proposto anteriormente. A árvore filogenética foi montada 

pelo alinhamento das posições dos aminoácidos de genes pertencentes aos 29 genomas 

baculovirais sequenciados. De acordo com estes dados, a família Baculoviridae é composta 

por quatro gêneros: Alphabaculovírus, Betabaculovírus, Gammabaculovírus e 

Deltabaculovírus. 

Os Alphabaculovírus incluem todos os nucleopoliedrovírus específicos para 

lepidópteras. Os Betabaculovírus compreendem todos os hospedeiros lepidópteros do gênero 

Granulovirus. Os Gammabaculovírus abrangem os nucleopoliedrovírus hospedeiros da ordem 

Hymenoptera e os Deltabaculovírus os nucleopoliedrovírus  específicos de dípteros. (Jehle et 

al., 2006)  

 

1.2.2. Vírion 

 

A família Baculoviridae é caracterizada por um vírion com um envelope em forma de 

bastão. O genoma é um DNA fita dupla, circular e “supercoiled”, com 80 a 180 kilobases (kb) 

(Arif, 1986).  Duas proteínas, a P6.9 com aproximadamente 7 kDa e a VP39 com 39 kDa, 

podem ser identificadas associadas ao nucleocapsídeo (Thiem & Miller, 1989). A P6.9 facilita 
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o empacotamento do DNA neutralizando as cargas negativas dessa molécula devido ás altas 

concentrações do aminoácido arginina na sua composição (Wilson et al.,1987). 

Como característica única, os baculovírus apresentam durante um ciclo de infecção, 

dois fenótipos (figura 9): o vírus extracelular (“Budded Virus” – BV), responsável pela 

infecção célula-a-célula, e o vírus ocluso, também chamado de vírus derivado da oclusão 

(“Occlusion Derived Virus” – ODV) sendo responsável pela transmissão inseto-a-inseto 

(Smith et al., 1983). 

Apesar de serem diferentes morfologicamente, na composição de seus envelopes, não 

possuírem as mesmas proteínas estruturais e terem sítios celulares de produção e maturação 

distintos, estes dois fenótipos são idênticos geneticamente (Smith & Summers, 1978). 

O envelope dos vírus extracelulares (BV) é adaptado para o movimento e infecção dos 

tecidos do inseto. Em uma das suas extremidades, existem projeções denominadas 

peplômeros, constituídos pela glicoproteína GP64, no grupo I dos NPVs (Volkman et al., 

1984), ou pela proteína LD130 nos GVs e no grupo II dos NPVs (Pearson et al., 2000). 

Durante a infecção, essas proteínas localizam áreas específicas na membrana celular 

direcionando a entrada do vírus na célula através da endocitose mediada por receptores 

específicos (Blissard & Rohrmann, 1989).  

Os vírus oclusos apresentam, no seu envelope e exposta ao meio exterior, a proteína 

P74. Uma das possíveis funções desta proteína é a ligação dos ODVs nas células epiteliais do 

intestino médio do inseto (Faulkner et al., 1997). Eles estão imersos em uma matriz proteica 

formada predominantemente pela poliedrina (NPVs) ou granulina (GVs). Esta estrutura 

cristalina é solúvel apenas em condições extremamente alcalinas, dando estabilidade física e 

biológica aos vírions (Hu et al., 1999). 
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Figura 9. A) Micrografia eletrônica de transmissão mostrando múltiplas partículas virais envelopadas (ODVs) no 

interior de um corpo de oclusão (OB ou poliedro) do vírus AcMNPV Fonte: Bergmann M.Ribeiro, dados não 

publicados. B) Representação dos fenótipos BV (vírus extracelulares) e ODV (vírus derivados da oclusão). 

Fonte: Castro & Souza, 2006 – ilustração adaptada de Kalmakoff & Ward, 2003.  

 

1.2.3. Modo de infecção in vivo 

 

Os baculovírus apresentam um ciclo de infecção bifásico no qual duas estruturas 

fenotípicas virais são produzidas sendo responsáveis por diferentes funções na infecção do 

inseto hospedeiro (Kelly et al.,2007). Os vírus (ODVs) derivados dos corpos de oclusão dão 

inicio a uma infecção primária, nas células epiteliais do intestino médio, e os vírus 

extracelulares estabelecem uma infecção secundária de caráter sistêmico (Volkman et al., 

2000). 

A larva do inseto ingere alimentos contaminados com corpos de oclusão que seguem 

pelo sistema digestivo. Devido ao pH alcalino e as proteases presentes no intestino médio das 

lagartas, a matriz proteica é dissolvida liberando os ODVs que irão atravessar a membrana 

peritrófica e infectar as células epiteliais colunares por fusão dos nucleocapsídeos virais com 

as microvilosidades (Horton & Burand, 1993). Depois da replicação do seu genoma, os novos 

A) B) 
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vírions são encaminhados para a região celular basolateral e liberados para a hemolinfa, 

estabelecendo uma infecção sistêmica (figura 10) (Volkman et al., 2000). O fenômeno da 

transcitose também potencializa o estabelecimento da infecção sistêmica, ele ocorre quando 

alguns vírions provenientes dos corpos de oclusão penetram nas células epiteliais e seguem 

diretamente para a região basolateral adquirindo a proteína GP64 sem passar pelo processo 

inicial de replicação. Tanto o sistema traqueal quanto o sistema circulatório são as principais 

rotas utilizadas pelos vírus para se espalharem de um tecido ao outro (Engelhard et al., 1994).  

 A montagem e maturação dos nucleocapsídeos ocorrem no núcleo e, estes, ao 

saírem pela membrana nuclear perdem seu primeiro envelope ganhando um novo ao brotarem 

das células epiteliais (Federici, 1997; Williams & Faulkner, 1997). Os BVs adquirem, na 

membrana basal, a glicoproteína GP64 e estão aptos a infectar as células alvo estabelecendo o 

segundo ciclo de infecção (Engelhard et al., 1994). 

 

        

Figura 10. Processo inicial de infecção viral no intestino médio de uma lagarta infectada por baculovírus. A larva 

do inseto ingere os poliedros e, após a ingestão, estas seguem pelo trato digestivo. No intestino médio, devido ao 

pH alto alcalino, as partículas virais são liberadas, passando pela membrana peritrófica e infectando as células 

colunares (caracterizando a infecção primária). Fonte: Castro & Souza, 2006 – ilustração adaptada de Kalmakoff 

& Ward, 2003.  
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Após oito horas de infecção, já é possível observar sintomas típicos de infecção por 

baculovírus: perda do apetite, geotropismo negativo, parada no desenvolvimento larval e 

clareamento da epiderme devido ao acúmulo do vírus nos núcleos das células nesse tecido e 

no tecido adiposo (Ribeiro et al., 1998). O vírus altera toda a fisiologia do inseto desde sua 

alimentação, oviposição e movimentação. Também com 8h pós-infecção (p.i), o núcleo torna-

se hipertrofiado, com um aumento de tamanho do nucléolo e formação do estroma virogênico 

no seu centro (Williams & Faulkner, 1997).  

 Aproximadamente com 24h p.i, a produção de BV é reduzida e os nucleocapsídeos são 

transportados para sítios de microvesículas intranucleares e incorporados nos corpos de 

oclusão (Williams et al., 1989). Com a morte do hospedeiro, o seu tegumento se desintegra, 

liberando os OBs no meio ambiente. Os corpos de oclusão são veículos de sobrevivência viral 

fora do inseto e também agentes de dispersão, fontes de contaminação para novos insetos-alvo 

(Hu et al., 1999).  

    

Figura 11. Ciclo de replicação dos baculovírus. Após a solubilização dos poliedros no intestino médio, os vírions 

infectam as células colunares iniciando o processo de replicação viral. Depois da entrada do vírus na célula, o 

material genético segue em direção ao núcleo da célula hospedeira para a replicação viral e formação de novas 

partículas, os vírus extracelulares (BV), para o estabelecimento de uma infecção secundária. Com 18h p.i, 

podemos observar a formação do estroma virogênico com acúmulo de vírions envoltos pela proteína poliedrina 

formando os vírus oclusos (ODV). 

Fonte: Castro & Souza, 2006 – ilustração adaptada de Kalmakoff & Ward, 2003.  
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1.2.4. Modo de infecção in vitro e regulação gênica 

 

Todos os eventos da infecção primária e secundária são temporalmente regulados. O 

desenvolvimento de culturas in vitro permitiu um estudo detalhado de cada período da 

infecção e uma caracterização da expressão gênica. A produção dos BVs ocorre em torno de 

12 a 24 h p.i. e os OBs são produzidos desde a fase final de infecção até a morte celular, que 

costuma ocorrer 72 h p.i. 

A expressão gênica pode ser dividida em duas fases principais: a fase inicial 

(“early”) e a fase tardia (“late”). A fase inicial ocorre antes da replicação viral, o vírus está se 

preparando para a replicação traduzindo proteínas que irão atuar como fatores de transcrição e 

que são necessárias para as próximas fases. A fase tardia começa com a replicação viral, o 

desligamento da expressão gênica da célula hospedeira e a produção das proteínas essenciais 

para a montagem dos BVs (Ribeiro et al., 1998).  

A fase precoce começa imediatamente depois do inicio da infecção até 

aproximadamente 6-8 h p.i. São transcritos genes dependentes da RNA polimerase II do 

hospedeiro correspondente a fatores de transcrição e proteínas necessárias à replicação viral 

(Ribeiro et al., 1998). Genes que inibem a entrada da célula hospedeira no processo de 

apoptose, como o gene p35, são expressos nessa fase (Friesen & Miller, 1987). 

A fase tardia ocorre entre 6 e 18 h p.i, com o inicio da replicação viral, a produção 

das proteínas essenciais e a montagem dos BVs. Uma RNA polimerase viral é responsável 

pela transcrição dos genes desta fase (Lu & Miller, 1997; Ribeiro et al., 1998).  

Na fase muito tardia, a partir de 18h p.i, ocorre a produção dos OBs com a 

superexpressão dos genes das proteínas envolvidas na formação dos poliedros, ou seja, 

relacionados ao processo de oclusão e a produção de grandes quantidades de poliedrina. Com, 

aproximadamente, 72 h p.i ocorre à lise celular (Lu & Miller, 1997; Ribeiro et al., 1998). 
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1.2.5. Baculovírus como vetores de expressão (BEV) 

 

 A utilização dos baculovírus para expressar proteínas heterólogas baseia-se na 

introdução de genes no genoma do vírus no lugar de um gene não essencial para a replicação, 

sob o comando de um promotor forte (O’ Reilly et al., 1992; Jarvis et al., 1996 e Ribeiro et 

al., 1998).  

Algumas vantagens para a utilização de baculovírus como vetores de expressão (BEV) 

são as seguintes (O’Reilly et al., 1992; Patterson et al., 1995; Jarvis et al.,1996 e Ribeiro et 

al., 1998): 

- Expressão de proteínas heterólogas em altos níveis (podendo chegar até 1g de 

proteína heteróloga por 109 células de inseto). 

- Fácil purificação das proteínas produzidas. 

      -Ambiente eucariótico para expressão de proteínas complexas. Principalmente, 

quando as proteínas necessitam de modificações pós-traducionais exclusivas de sistemas 

eucariotos para serem ativas como N-glicosilação; O-glicosilação; clivagem proteolíticas etc.  

 - Capacidade de acomodar grandes inserções de DNA. 

 - Existência de promotores fortemente ativos durante a fase tardia da infecção. 

O sistema de expressão baculoviral também possui algumas limitações, entre elas 

encontramos o fato de que células de inseto são incapazes de produzir complexos N-

glicosilados com resíduos de galactose, no penúltimo, e ácido siálico no último resíduo de sua 

cadeia. Isso ocorre porque células de insetos e células de mamíferos possuem caminhos para a 

modificação pós-traducional de N-glicosilação diferentes. Ensaios enzimáticos demonstram 

que células de inseto possuem pouca ou nenhuma atividade de galactosiltransferase ou 

sialiltransferase envolvidas no processo de N-glicosilação, dificultando a adição desses 

resíduos no final da cadeia proteica. Modificações de N-glicosilação, principalmente resíduos 
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terminais de ácido siálico, contribuem para diferentes funções biológicas da glicoproteína. 

Para algumas aplicações clínicas, como por exemplo, administração in vivo de proteínas 

terapêuticas recombinantes, a falta dos resíduos de ácido siálico é inaceitável (Jarvis et al., 

2001; Kost et al., 2005). 

Outra modificação pós-traducional que não é tão eficiente em células de inseto quanto 

em células de mamíferos é a sumolização, adição de moléculas da proteína Sumo (semelhante 

a ubiquitina) na proteína recém traduzida. Para suprir essa limitação, Langereis (2007) 

introduziu, em linhagens celulares de insetos, componentes da sumolização de mamíferos por 

co-infecção com recombinantes baculovirais. Os recombinantes expressavam individualmente 

cada componente deste processo. A expressão dessas proteínas foi necessária e suficiente para 

ativar a sumolização de proteínas testes co-infectadas.  

O método mais simples de expressão em baculovírus é a troca do gene da poliedrina 

por um gene heterólogo sob o comando do promotor da poliedrina (POLHF) (Miller et al., 

1983). Smith et al. (1983) e Pennock et al. (1984) foram os primeiros a relatarem o uso dos 

baculovírus como vetores de expressão usando o AcMNPV (Autographa californica 

nucleoplyhedrovirus) para produzir β-interferon e β-galactosidase em células de Spodoptera 

frugiperda. Com a substituição do gene da poliedrina, as células infectadas pelos vírus 

recombinantes não produzem OBs, o que facilita a sua identificação com microscopia óptica 

contrastando com a presença dos corpos de oclusão dos vírus normais. 

Atualmente, vetores baculovirais capazes de incorporar uma proteína heteróloga ao 

corpo de oclusão vêm sendo desenvolvidos (Je et al., 2003; Chang et al., 2003). Esses vetores 

possuem um gene heterólogo fusionado ao gene da poliedrina, além de possuírem o gene da 

poliedrina selvagem. 

A construção desses vetores pode ser feita por recombinação homóloga ou utilizando a 

técnica de transposição. No procedimento original, o plasmídeo de transferência com as 
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regiões flanqueadoras do gene que se pretende substituir no genoma viral, o seu promotor e 

um sítio de clonagem (Miller et al., 1983) é co-transfectado na célula do inseto juntamente 

com o DNA do vírus parental. Por recombinação homóloga, durante o processo de infecção 

viral, o gene original do vírus é substituído pelo gene de interesse contido no plasmídeo. 

Forma-se o vírus recombinante e este é selecionado por plaqueamento em células infectadas 

(Castro et al., 1999).  

A técnica de transposição é um modelo mais novo. O gene de interesse é clonado em 

um plasmídeo que possui regiões flanqueadoras de transposição. Este plasmídeo é inserido em 

uma bactéria que contém além do seu genoma, o genoma do baculovírus na forma de uma 

grande plasmídeo (bacmídeo), e outro plasmídeo com o gene da transposase. A transposase 

efetua a transposição do gene de interesse no genoma do baculovírus utilizado na transfecção 

em células de inseto. Este sistema elimina a fase de seleção é purificação de vírus 

recombinantes além de obter uma maior quantidade de vírus produzido (Kost et al., 2005). 

Os BEVs podem ser utilizados para diversos objetivos como, por exemplo, avaliar as 

características funcionais e estruturais de proteínas heterólogas, aumentar a patogenicidade do 

baculovírus para uma maior eficácia do controle biológico ou a apresentação de antígenos 

para a produção de anticorpos.  

A expressão de proteínas de flavivírus em vetores baculovirais tem sido bastante 

explorada. Desprès et al. (1991) avaliaram o papel das proteínas E e NS1, do vírus da febre 

amarela, como indutor da proteção imunológica contra esta doença. Para isso, estes antígenos 

virais foram expressos sozinhos ou juntos via baculovírus recombinantes. A Proteína E 

sozinha ou associada a NS1 promove a imunização, o que não ocorre quando a proteína NS1 é 

expressa individualmente. Kelly et al. (2000) expressaram a glicoproteína do envelope do 

vírus dengue 2 em células de insetos com o auxílio de vetores baculovirais. Demonstrando 

que, o purificado dessa proteína recombinante é capaz de proteger imunologicamente 
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camundongos, logo, a possibilidade da utilização como uma subunidade de vacinas contra 

dengue. Marx et al. (2001) expressaram a proteína E truncada do vírus causador da encefalite 

transmitida por carrapato para produzir de forma rápida e prática antígenos virais 

recombinantes com possível utilização em diagnósticos. Choi et al. (2004) para estudar a 

morfogênese do vírus causador da hepatite C, construíram baculovírus recombinantes que 

codificavam várias porções de proteínas estruturais do vírus da hepatite C. Todas as células 

infectadas pelos recombinantes expressaram suas respectivas proteínas estruturais, porém 

nenhuma proteína estrutural foi capaz de produzir partículas virais (VLPs). Apenas a proteína 

do capsídeo, quando expressa sozinha, foi expressa e liberada no meio de cultura na forma de 

uma “core-like particles”.  

Para entender as bases estruturais para o tropismo e patogenicidade do vírus causador 

da febre do Oeste do Nilo (“West Nile Virus”, WNV), Nybakken et al. (2006) utilizaram o 

sistema de expressão baculoviral para expressar a proteína do envelope do WNV. Li et al. 

(2009) construíram um pseudotipo de baculovírus recombinante expressando a proteína do 

envelope do vírus responsável pela encefalite japonesa (JEV). A expressão dessa proteína foi 

caracterizada em células de mamíferos e sua capacidade de imunização foi analisada em 

camundongos. A imunização direta com o recombinante obteve a mesma proteção que a 

vacina inativa e melhor proteção quando comparada com a produzida pelas vacinas de DNA 

que codificam o mesmo antígeno. Sendo assim, pseudotipos baculovirais mediando à entrega 

de genes podem ser uma nova alternativa para o desenvolvimento de vacinas contra infecções 

de JEV.  
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2. OBJETIVOS 

 

 Este trabalho visa à expressão da proteína do envelope do vírus da febre amarela 

fusionada com a proteína poliedrina dos corpos de oclusão de baculovírus em células de 

inseto. A proteína recombinante poderá ser utilizada para fins de diagnóstico e/ou produção 

de vacinas utilizando partes virais.  

 

2.1. Estratégias 

 

 1. Clonagem do gene da poliedrina pertencente ao baculovírus AgMNPV no vetor 

pGEM®- T Easy; 

 2. Transferência deste gene para o vetor de transferência pFastTMBac1; 

 3. Construção do plasmídeo pFastAgPol e bacmídeo BacAgPol; 

 4. Obtenção e caracterização do baculovírus recombinante vFastAgPol 

 5. Clonagem do gene do envelope no plasmídeo pFastAgPol;  

 6. Construção do bacmídeo BacAgPolEnvYF; 

 7. Obtenção e caracterização do baculovírus recombinante vAgPolEnvYF; 

 8. Análise da expressão do gene da poliedrina fusionado com o gene do envelope em 

células de inseto infectadas com os vírus recombinantes; 

 9. Avaliação da expressão das proteínas recombinantes por SDS-PAGE e 

Imunodetecção. 
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Figura 12. Esquema das construções virais. 1) Construção do vírus vAcPolAg: o fragmento de DNA referente ao 

gene da poliedrina será amplificado por PCR e clonado no vetor de amplificação pGemT-easy (Promega) dando 

origem ao plasmídeo pGemAgPol. O plasmídeo construído será digerido com as enzimas BamHI (Promega) e 

BglII (Promega) , o inserto obtido é purificado e clonado no plasmídeo de transferência pFastBac1 (Invitrogen). 

Com o auxilio da técnica de transposição, o novo plasmídeo, pFastAgPol, é transformado em uma célula 

DH10Bac e o bacmídeo recombiante selecionado e purificado. A transfecção em células de inseto é realizada e 

feita a seleção do vírus  vAcPolAg. O vírus recombinante será analisado por microscopia de luz, microscopia de 

transmissão, SDS-PAGE e imunodetecção. 
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Figura 13. Esquema das construções virais. 2) Construção do vírus vAcPolAgEnv. Para a obtenção do fragmento 

de DNA referente ao gene do envelope, o plasmídeo pSynYFE será digerido com a enzima BglII (Promega). O 

inserto obtido é purificado e clonado no vetor pFastAgPol para a construção do plasmídeo pFastAgPolEnv. Com 

o auxilio da técnica de transposição, o novo plasmídeo é transformado em uma célula DH10Bac e o bacmídeo 

recombiante selecionado e purificado. A transfecção em células de inseto TN5B é realizada e feita a seleção do 

vírus  vAcPolAgEnv. O vírus recombinante será analisado por microscopia de luz, microscopia de transmissão, 

SDS-PAGE e imunodetecção. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Vírus e células 

 

 O baculovírus selvagem AgMNPV-2D (Johnson & Maruniak, 1989), foi utilizado para 

a amplificação do gene polh e, consequente, construção do vetor pFastAgPol.  

 Células de E. coli DH5-α™  (Invitrogen) foram usadas como hospedeiras para os  

diferentes plasmídeos  deste trabalho. 

 Os vírus recombinantes vAcPolAg e vAcPolAgEnvYF foram obtidos por transposição 

em E.coli DH10Bac, seguindo instruções do fabricante do kit Bac-to-Bac (Invitrogen). 

 Células derivadas de Trichoplusia ni (BTI-TN5B1-4) (Granados et al, 1994) foram 

utilizadas para a propagação dos vírus. As células foram mantidas em meio TC-100 (Gibco-

BRL), suplementado com 10% de soro fetal bovino a 27°C. 

Os vírus vSynVI-gal (baculovírus recombinante que possui o gene da poliedrina 

substituído pelo gene da galactosidase)(Wang et al, 1991), vAcPH3 (baculovírus 

recombinante que possui a poliedrina do vírus AcMNPV modificada para a fusão com uma 

cauda de hexa-histidina)(Costa, 2008) e AcMNPV-L1 (Lee & Miller, 1978) foram utilizados 

como controles para os experimentos de expressão das proteínas e imunodetecção. 

 

3.2. Obtenção do gene polh do baculovírus AgMNPV 

 

O DNA do vírus AgMNPV-2D foi utilizado como molde para uma reação de PCR, 

tendo como objetivo amplificar o gene polh. Foram utilizados 10µL do tampão de reação 10X 

da enzima Taq DNA polimerase (PHT), 3µL de MgCl2 (solução estoque 50mM - PHT), 1µL 
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da mistura dos quatro dNTPs (solução estoque 10mM), 1µL do oligonucleotídeo 

pPolAgBglIINew (solução estoque 10µM), 1µL do oligonucleotídeo PolAcYFNS1 (solução 

estoque 10µM)  (Tabela 1), 1µl do DNA viral selvagem (60ng/ µl), 5U (unidades) da enzima 

Taq DNA polimerase (PHT) e água “milli-Q” para um volume final de 50µL. O seguinte 

programa foi utilizado: 94°C/5 min, 35 ciclos de 94°C/1 min, 53°C/1,5 min, 72°C/2min e 

72°C/10 min para o término da extensão.  

 O resultado da PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose 0.8% de acordo 

com o protocolo descrito em Sambrook et al., (1989). A banda de tamanho esperado (750 pb), 

correspondente ao gene da poliedrina e os nucleotídeos adicionados pelos oligonucleotídeos, 

foi extraída do gel, eluída e purificada com o Kit GFX DNA and Gel Band Purification (GE) 

segundo instruções do fabricante. 
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Tabela 1: Lista de oligonucleotídeos utilizados no trabalho. 

Oligonucleotídeos Sequência 5’→ 3’ / Localização 

pPolAgBglIINe GGCCTATAGCTATAATCTGGCATAGATCTCGG 

Posicionado a 4033 pb do início do gene polh no  
plasmídeo pFastAgPol. 
 

PolAcYFNS1R GGATCCATACGCCGGACCAGTGAACAGAGG 

Posicionado a 4753 pb ao final do gene polh no  
plasmídeo pFastAgPol. 
 

pPOLHF  AATGATAACCTCTCGC 

Primer “Forward; posição –45 no promotor da  
poliedrina  
 

pPolAcAg310-348F GAAGACAGCTTCCCCATTGTAAACGACCAAGA 
AGTGAT 
 
Posicionado a 4351 pb do início do  
plasmídeo pFastAgPol. 
 

yfe878F GTGACAGATCTGACCATTGCC 

Localizado a 96 nucleotídeos do começo do gene  
do envelope.  
 

yfe2460R CAGATCTCCTTAATCCGCCCCAACTCC 

Posicionado a +15 nucleotídeos do final do gene  
do envelope.  
 

M13R CAGGAAACAGCTATGAC 

Localizado a 145 pb da região de transposição no bacmídeo 
(mini-att TN7)  
 

pFASTSeqRev  ACCAAATGTGGTATGGCTG 

Posicionado a 6509 pb do início do plasmídeo 
 pFastAgPolEnv 
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3.3. Clonagem do fragmento de DNA contendo o gene polh no plasmídeo 

pGEM®-T Easy (Promega) 

  

 O fragmento purificado foi utilizado em uma reação de ligação com o plasmídeo 

pGEM®-T Easy (Kit pGem®- T Easy Vector Systems, Promega) (figura14) de acordo com 

instruções do fabricante. O sistema de ligação foi utilizado na transformação bacteriana em 

células competentes Escherichia coli DH5α (Invitrogen) pelo método de choque térmico 

descrito em Sambrook et al.  (1989). Os clones positivos foram selecionados por resistência 

em meio com o antibiótico ampicilina. 

Para a extração do DNA do plasmídeo recombinante, foi realizada uma lise alcalina 

em pequena escala como descrito em Sambrook et al.,(1989). E, com o DNA purificado, foi 

feita uma restrição enzimática utilizando a enzima EcoRI (Promega) presente no sítio de 

multiclonagem, de acordo com  indicações do fabricante, para a liberação do fragmento de 

interesse. O resultado da reação de digestão foi avaliado em eletroforese em gel de agarose 

0.8%. Os clones recombinantes foram então, sequenciados no Laboratório de Biologia 

Molecular da Universidade Federal de Goiás. 
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Figura 14. Mapa do plasmídeo pGEM®-T Easy (Promega). Os sítios de restrição para a enzima EcoRI, 

mostrados dentro do retângulo rosa, foram utilizados para a confirmação da inserção do gene de interesse.  

Fonte: www.promega.com  

 

3.4. Construção do vetor pFastAgPol 

  

 O vetor pGEMAgPol foi previamente digerido para liberar o inserto e obtenção das 

extremidades coesivas necessárias para a posterior clonagem no vetor pFastBacTM1 

(Invitrogen) (figura 15) com as enzimas de restrição BamHI e BglII. Para a reação foram 

utilizados 20µl de DNA purificado, 5 µl do tampão 10X One for all (Promega), 5 unidades 

(U) de BamHI (Promega) e BglII (Promega) e água “milli-Q” para um volume final de 50 µl. 

A amostra foi incubada a 37°C por 3 h. Os fragmentos da digestão foram separados por 

eletroforese em gel de agarose 0.8%. O fragmento de 750 pb referente ao gene inserido foi 

eluído do gel utilizando o kit GFX DNA and Gel Band Purification (GE). 

 Para a construção do vetor pFastAgPol, o inserto purificado foi ligado ao plasmídeo 

pFASTBacTM1 (Invitrogen) sob o comando do promotor do gene polh (Pph). Este plasmídeo 

foi previamente digerido com a enzima de restrição BamHI (Promega) (presente no sítio de 
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multiclonagem) e desfosforilado por reação utilizando a enzima CIAP- “Calf Intestinal 

Alkaline Phosphatase” (Promega) de acordo com as especificações do fabricante. Para a 

reação de ligação foi utilizada a enzima T4 DNA ligase (Promega) também segundo protocolo 

do fabricante. 

 

                                  

Figura 15. A) Mapa do vetor pFastBac™1. B) Esquema mostrando a sequência e sítios de restrição presentes no 

sítio de multiclonagem. Fonte: Manual Bac-to-Bac “Baculovírus Expression System”, Invitrogen. 

 

Foi realizada uma transformação por choque térmico (Sambrook et al., 1989)  e os 

clones resultantes foram selecionados pela resistência a ampicilina (pFastBac TM1 também 

possui o gene que confere resistência a este antibiótico). Posterior purificação por lise alcalina 

em pequena escala como descrita no item 3.3 foi efetuada e, para confirmar a presença do 

gene polh no plasmídeo, realizou-se uma reação de PCR com os mesmos oligonucleotídeos e 

condições descritas no item 3.2. O resultado foi analisado em gel de agarose 0.8%. 

B) 

A) 
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Para que a proteína seja expressa corretamente, é necessário que ocorra a correta 

inserção do gene no plasmídeo. Para a confirmação da orientação do inserto clonado foi 

realizada uma PCR, com as mesmas condições descritas no item 3.2, porém com o 

oligonucleotídeo iniciador pPolHF (anela-se no inicio do promotor da poliedrina presente no 

vetor) e o oligonucleotídeo reverso PolAcYFNS1 (ver tabela 1). O resultado foi analisado em 

gel de agarose 0.8%. 

 

3.5. Construção, por transposição, e isolamento do baculovírus recombinante 

contendo o gene polh 

 

O DNA do plasmídeo pFASTAgPol foi inserido em células DH10Bac™ de acordo 

com as instruções do kit Bac-to-Bac® Baculovírus Expression System, Invitrogen. As células 

foram incubadas em placas de Petri a 37°C por 48h contendo os seguintes antibióticos: 

tetraciclina(10µg/mL), gentamicina (7µg/mL) e canamicina (50µg/mL); e também os 

marcadores de seleção IPTG(40µg/mL) e X-Gal (100µg/mL) . 

A clonagem do inserto contendo o gene polh foi confirmada por análise de PCR com 

os oligonucleotídeos M13F e M13R (Tabela 1) nas mesmas condições descritas no item 3.2.  

Depois de confirmada a inserção do gene, um µg do DNA plasmidial da célula 

DH10-Bac contendo o bacmídeo recombinante, foi utilizado para transfectar células de inseto 

BTI-TN5B1-4 (106 células). Foi adicionado 250 µL de meio de cultura TC-100 sem soro no 

DNA plasmidial (bacmídeo) em um placa de 35 mm (TPP). A mesma diluição foi realizada 

com 10 µL de lipossomos (Cellfectin®, Invitrogen). Os dois sistemas foram misturados e 

incubados por 15 min à temperatura ambiente. O meio de cultura da placa de células foi, 

posteriormente, substituído por 500 µL da mistura DNA/lipofectina possibilitando a cobertura 

da monocamada de células. Após 3h de incubação da placa, à temperatura ambiente, foi 
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adicionado 1,5 ml de meio de cultura TC-100 contendo 10 % de soro fetal bovino e as células 

incubadas a 27°C por sete dias. Depois deste intervalo, o sobrenadante da placa foi utilizado 

para a amplificação do vírus em nova placa de 100 mm (TPP) contendo 5 x 106 células de 

inseto BTI-TN5B1-4.  

O vírus recombinante foi purificado, seu DNA extraído como descrito em O’Reilly et 

al (1992), e a presença do gene de interesse analisada por PCR com os oligonucleotídeos  

pPolAgBglIINew e PolAcYFNS1R (Tabela 1) na mesmas condições descritas no item 3.2 e 

por microscopia de  luz  (Axiovert 100, Zeiss). 

 

3.6. Análise da expressão da proteína poliedrina (POLH) ao longo da infecção 

por baculovírus recombinantes em células de inseto por SDS-PAGE e 

imunodetecção. 

  

O vírus recombinante, vFastAgPol, e os controles - os vírus vSynVI-gal, vFASTPH3 e 

AcMNPV- foram utilizados 10 pfu (unidade formadora de placa)/célula, para infectar 5 x 106  

células de inseto (BTI-TN5B1-4) em uma placa de 100 mm de diâmetro (TPP). As células 

foram incubadas a 27°C, coletadas com 72 h p.i e centrifugadas a 5.000 g por 5 min. O 

sobrenadante foi descartado e o sendimento lavado três vezes com PBS (136mM NaCl, 

1,4mM KH2PO4, 2,6 mM KCl, 8mM Na2HPO4.2H20, pH7,4). Os extratos de células foram 

ressuspendidos em 100 µL de PBS e estocados a 80°C negativos. Foram utilizados 10 µL de 

cada amostra para análise em SDS-PAGE 12% (Laemmli,1970) usando o aparato Mini Trans 

Blot Cells de acordo com o protocolo de instruções do fabricante (Bio-Rad). Foram feitos dois 

géis, um foi corado e fixado em solução de 40% de metanol e 10% de ácido acético por 4h, 

com leve agitação. O outro foi utilizado para transferência das proteínas em uma membrana 
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de nitrocelulose (Gibco BRL- Life Technologies) para o experimento de imunodetecção de 

proteínas (Western-blot) descrito abaixo. 

 Com o auxilio do aparato de transferência Trans-Blot SD- Semi Dry Transfer Cell 

(Bio-Rad), as proteínas foram transferidas para a membrana de nitrocelulose. As instruções 

foram seguidas de acordo com o protocolo do fabricante e utilizado o tampão de transferência 

Bjerrum and Schafer-Nielsen (48mM de Tris, 39mM de glicina, 20% de metanol, pH 9,2). 

Após a transferência, a membrana foi bloqueada com solução de PBS 1X e 3% de leite em pó 

desnatado adicionado de azida sódica por 16 h. 

 Depois, a membrana foi lavada 3 vezes com PBS Tween (0,05%) por 5 min para 

retirar toda a solução de bloqueio. Adicionou-se uma solução de PBS/albumina bovina (BSA) 

0,5% com o anticorpo primário policlonal antipoliedrina produzido em  coelho (dados não 

publicados) por 1 h. A seguir, a membrana foi lavada novamente 3 vezes em PBS Tween 

(0,05%) por 5 min e incubada em PBS/BSA 0,5% com o anticorpo secundário, anti-IgG de 

coelho, conjugado à enzima fosfatase alcalina (Sigma) por mais uma h sob agitação. Retirou-

se a solução, membrana foi lavada 3 vezes com PBS Tween (0,05%) e 1 vez com o tampão da 

enzima fosfatase alcalina por 5 min. A solução reveladora, NBT/BCIP (Roche) foi adicionada 

servindo de substrato para a ação da fosfatase alcalina. O sistema foi mantido protegido da luz 

até a metabolização do substrato marcando, assim, a banda de interesse devido à presença da 

enzima conjugada ao anticorpo secundário que se ligou ao anticorpo primário específico para 

a proteína poliedrina. Por fim, a reação foi interrompida com lavagens de água destilada 

evitando a marcação inespecífica.  
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3.7. Obtenção do gene da proteína do envelope (env) do vírus da febre amarela 

 

 O gene do env do vírus da febre amarela foi obtido através da digestão enzimática, 

com BglII, do plasmídeo pSynYFE (Machado, 2007) (Figura 16). Este plasmídeo possui o 

gene env sob o comando de dois promotores em tandem, pXIV (que é uma sequência 

modificada do promotor da poliedrina) e o promotor sintético pSyn (Wang et al., 1991). 

 

                               

pSynYFE
7436 bppoliedrina

Envelope

pXIV

pSYN

BglII (3370)

BglII (4948)

 

 Figura 16. Esquema mostrando o mapa do plasmídeo pSynYFE, o gene env, o gene da poliedrina e os 

promotores pXIV e pSyn. Fonte: Adaptado de Machado, 2007. 

 

O plasmídeo pSynYFE possui o gene env flanqueado por dois sítios de BglII. Então, 

para a obtenção desse gene com as extremidades coesivas necessárias para a ligação no vetor 

pFastAgPol, foi realizada uma digestão total com BglII (Promega). Nesta reação, foram 

utilizados 40µl de DNA purificado (100ng/µl), 10 µl do tampão D 10X (Promega), 5 unidades 

(U) BglII (Promega) e água “milli-Q” para um volume final de 100 µl. A amostra foi 

incubada a 37°C por 3 h. O resultado da digestão foi avaliado em gel de agarose 0.8% e a 

banda de 1.600 pb, referente ao gene env, foi extraída, eluída e purificada utilizando o kit 

GFX DNA and Gel Band Purification (GE) de acordo com instruções do fabricante. 
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3.8. Clonagem do gene env no vetor pFastAgPol. 

  

Para a construção do plasmídeo pFastAgPolEnvYF, que contém o gene polh fusionado 

ao gene env, o vetor pFastAgPol foi previamente digerido com a enzima de restrição BamHI 

(Promega ). Em seguida, foi desfosforilado com a enzima CIAP (Promega) de acordo com 

especificações do fabricante. Preparou-se um sistema de ligação contendo o vetor tratado e o 

inserto do gene env purificado do plasmídeo pSynYFE. Para esta reação, foi utilizada a 

enzima T4 DNA ligase (Promega) também segundo especificações do fabricante. 

Foi realizada uma transformação por choque térmico e os clones resultantes foram 

selecionados pela resistência a ampicilina. Posterior purificação por lise alcalina em pequena 

escala como descrita no item 4.3 foi efetuada e, para confirmar a presença do gene env, 

realizou-se uma reação de PCR. Nesta reação, foram utilizados: 1 µL do DNA plasmidial 

purificado; 2,5 µL do tampão de reação 10X da enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen), 1 

µL da mistura dos quatro dNTPs (de uma solução estoque 10 mM), 1µL dos 

oligonucleotídeos YFE2460R e YFE878F ( de um estoque de 10 µM) (Tabela 1) , 5U 

(unidades) da enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen) e água “mili-Q” para um volume 

final de 25 µL. O seguinte programa foi executado: 94ºC/5 min, 35 ciclos de 94ºC/1 min, 

50ºC/2 min, 72ºC/3 min e 72°C/10 min para o término da extensão.  

  Utilizando o mesmo programa descrito acima, foi realizada outra reação de PCR para 

confirmar a correta orientação do inserto com o iniciador YFE878F (anela-se no início do 

gene env) e o pFASTSeqRev (anela á 168 pb após o gene inserido no vetor pFastAgPol ) (ver 

tabela 1). O resultado foi analisado em gel de agarose 0.8%. 

 

 



71 
 

3.9. Construção, por transposição, e isolamento de um baculovírus recombinante 

contendo o gene polh fusionado com o gene env. 

 

Os mesmos procedimentos de transformação em células DH10Bac™ e transfecção em 

células de inseto BTI-TN5B1-4, descritos no item 3.5, foram utilizados para a construção do 

bacmídeo BacAgPolEnv e para a obtenção, amplificação e purificação do vírus recombinante 

vAcPolAgEnv, respectivamente. 

 Na confirmação do bacmídeo, a reação de PCR foi realizada com os oligonucleotídeos 

YFE878F e M13R (Tabela 1) e, na análise por PCR do vírus vAcPolAgEnv, foram utilizados 

os oligonucleotídeos YFE878F e YFE2460R. As duas reações foram feitas seguindo o 

programa descrito no item 3.8.  

 

3.10. Análise da expressão da proteína fusionada (PolEnv) ao longo da infecção 

por baculovírus recombinantes em células de inseto por SDS-PAGE e 

imunodetecção . 

 

Os vírus recombinantes, vAcPolAgEnv, vSynYFE- e uma mistura contendo os dois 

vírus, foram utilizados para infectar separadamente,  5 x 106  células de inseto BTI-TN5B1-4 

em uma placa de 100 mm de diâmetro (TPP). As células foram incubadas a 27°C, coletadas 

com 72 h p.i e centrifugadas a 5.000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o 

sendimento lavado três vezes com PBS (136mM NaCl, 1,4mM KH2PO4, 2,6 mM KCl, 8mM 

Na2HPO4.2H20, pH7,4). Os extratos de células foram ressuspendidos em 100 µL de PBS e 

estocados a 80°C negativos. Foram utilizados 10 µL de cada amostra para análise em SDS-

PAGE 12% (Laemmli,1970) usando o aparato Mini Trans Blot Cells de acordo com o 
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protocolo de instruções do fabricante (Bio-Rad). O gel foi corado e fixado em solução de 40% 

de metanol e 10% de ácido acético por 4h, com leve agitação.  

 

3.11. Análise da expressão da proteína fusionada (PolEnv) ao longo da infecção 

por baculovírus recombinantes em células de inseto por microscopia de 

fluorescência confocal (imunodetecção). 

  

 Células BTI-TN5B1-4 infectadas com os vírus recombinantes vAcPolAgEnv e seu 

controle vSynYFE foram fixadas e processadas com 72h p.i para a imunodetecção por 

microscopia confocal. 

 Primeiramente, as células foram fixadas com acetona (100%) gelada durante 10 min. 

Este procedimento foi repetido duas vezes e, em seguida, realizou-se o bloqueio dos sítios 

inespecíficos incubando as amostras por 1 h com uma solução de PBS 1X e 10% de BSA. 

Após o tempo determinado, a solução bloqueadora foi retirada e adicionado o anticorpo 

monoclonal antifebre amarela (Chemicol Internacional) na concentração de 1:500 em PBS 1X 

e 10% de BSA. O sistema foi incubado durante 2 h. 

  A seguir, as células foram lavadas 3 vezes em PBS 1% sob agitação por 5 min e 

incubadas por 15 min em uma solução do corante DAPI (Invitrogen) (1µg/mL) para a 

marcação dos núcleos celulares. Uma nova lavagem, como a descrita acima, foi realizada e as 

amostras incubadas, por mais 1 h, com o anticorpo secundário anti-IgG de camundongo 

conjugado ao fluoróforo Alexa 488 (Invitrogen). Ao final deste processo, as amostras foram 

lavadas 5 vezes com PBS 1% por 5 min.  

As células foram observadas e fotografadas em microscópio confocal Leica tcs sp5. 
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3.12. Análise ultraestrutural de células de inseto infectadas pelos vírus 

recombinantes: vAcPolAg e vAcPolAgEnv. 

  

 Células BTI-TN5B1-4 infectadas com os vírus recombinantes vAcPolAg, 

vAcPolAgEnv, vAcPH3, AcMNPV e vSynYFE; foram fixadas e processadas com 72h p.i 

para a análise ultraestrutural das células infectadas. 

 As células foram cuidadosamente ressuspendidas e transferidas das placas de cultura 

para micros tubos tipo Eppendorf. As amostras foram centrifugadas por 5 min a 5.000 g o 

sobrenadante descartado e o pellet celular lavado com tampão PBS 0,1M pH 6,4. Em seguida, 

fixadas por 2h a 4°C com o fixador Karnovsky (2% de glutaraldeído e 2% de paraformaldeído 

tamponado em 0,1M de tampão cacodilato de sódio pH 6,4).  

 Depois da fixação, as amostras foram centrifugadas, nas mesmas condições descritas 

acima, e o sendimento resultante lavado três vezes por 5 min, cada vez, em 0,1M de tampão 

cacodilato de sódio pH 6,4. A pós-fixação foi realizada durante 30 min em 1% de tetróxido de 

ósmio, 0,8% de ferricianeto de potássio e 5mM de cloreto de cálcio em 0,1M de tampão 

cacodilato de sódio pH 6,4. As amostras foram lavadas por 5min, cada vez, com água 

destilada, e contrastadas in bloc durante a noite com 0,5% de acetato de uranila. Por fim, 

foram desidratadas em concentrações crescentes de acetona (30 – 100%) por 10 min em cada 

concentração, incluídas em resina Spurr e emblocadas por 72h a 60°C. 

 Após ultramicrotomia, as secções foram observadas e fotografadas em microscópio 

eletrônico de transmissão Jeol 1011 a 80 KV. 
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4. RESULTADOS  

 

4.1. Obtenção do gene da polh do vírus AgMNPV 

 

 Uma reação de PCR, com oligonucleotídeos específicos, foi realizada com o DNA 

purificado do vírus selvagem como descrito no item 3.2. O resultado da amplificação mostrou 

a presença de um fragmento esperado de aproximadamente 750 pb, em um gel de agarose 

0.8% confirmando a amplificação do gene polh do baculovírus AgMNPV (figura 18 e tabela 

1). O clone recombinante contendo o gene polh foi então, sequenciado para confirmação de 

sua sequência (figura 17). 

 

4.2. Clonagem do gene polh no plasmídeo pGEM-T® Easy (Promega) 

 

 O fragmento obtido por PCR, referente ao gene polh, foi clonado no plasmídeo 

pGEMT®- Easy (Promega). Após transformação e amplificação dos clones positivos de 

pGEMAgPol, o DNA plasmidial foi digerido com EcoRI. O resultado obtido, avaliado em gel 

de agarose 0.8%, corado em brometo de etídeo, demonstrou a correta liberação do inserto de 

750 pb referente ao gene polh (figura 19).  
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 Oligo pPolAgBglIINew     
            BglII 
      1                                        agatct 
      7 atgccagattatagctataggccgaccattggtcgcacgtatgtg 
        M  P  D  Y  S  Y  R  P  T  I  G  R  T  Y  V  
     52 tatgataacaagtattacaaaaacttgggttctgtgattaagaac 
        Y  D  N  K  Y  Y  K  N  L  G  S  V  I  K  N  
     97 gccaagcgcaagaagcaccttcttgaacatcaggaggaagaaaaa 
        A  K  R  K  K  H  L  L  E  H  Q  E  E  E  K  
    142 agcctagatgggctagatcattacatcgtggccgaagacccattt 
        S  L  D  G  L  D  H  Y  I  V  A  E  D  P  F  
    187 ttagggcccggcaaaaaccaaaaattgacactttttaaagaaatc 
        L  G  P  G  K  N  Q  K  L  T  L  F  K  E  I  
    232 cgcaatgtaaaacccgacacgatgaagctcattgttaactggagc 
        R  N  V  K  P  D  T  M  K  L  I  V  N  W  S  
    277 ggtaaagagtttctgcgcgaaacttggactcgttttgttgaagac 
        G  K  E  F  L  R  E  T  W  T  R  F  V  E  D  
    322 agctttcccattgtaaacgaccaagaagtgatggatgtgttttta 
        S  F  P  I  V  N  D  Q  E  V  M  D  V  F  L  
    367 gtcattaacctccgcccaactcgccctaaccgttgctacaaattc 
        V  I  N  L  R  P  T  R  P  N  R  C  Y  K  F  
    412 ctggcgcaacacgctctccgttgggactgcgattacgtgccccac 
        L  A  Q  H  A  L  R  W  D  C  D  Y  V  P  H  
    457 gaggtaatccgcattgtggagccttcctacgtgggcatgaacaac 
        E  V  I  R  I  V  E  P  S  Y  V  G  M  N  N  
    502 gagtacagaattagcctagccaagaaaggcggtggttgcccaatc 
        E  Y  R  I  S  L  A  K  K  G  G  G  C  P  I  
    547 atgaacatccacagcgagtataccaactcgtttgagtcctttgtc 
        M  N  I  H  S  E  Y  T  N  S  F  E  S  F  V  
    592 aaccgcgtaatctgggaaaacttttacaaacccattgtgtacatt 
        N  R  V  I  W  E  N  F  Y  K  P  I  V  Y  I  
    637 ggcactgattcgggcgaagaagaagaaattcttattgaagtctcg 
        G  T  D  S  G  E  E  E  E  I  L  I  E  V  S  
    682 ctcgtgttcaaggtgaaagagtttgcgcccgacgcacctctgttc 
        L  V  F  K  V  K  E  F  A  P  D  A  P  L  F  
   BamHI 
    727 actggtccggcgtatggatccaatcactag 756     
        T  G  P  A  Y  G  S  N  H  *  
                                  Oligo PolAcYFNS1      

 
 
Figura 17. Seqüenciamento da região do gene polh do vírus AgMNPV amplificado. As bases realçadas em 

vermelho representam, respectivamente, a posição dos oligonucleotídeos pPolAgBlIINew e PolAcYFNS1. Os 

nucleotídeos em negrito representam as modificações nos oligonucleotídeos para introdução dos sítios de 

restrição BglII (AGATCT), no primeiro, e BamHI (GGATCC), no oligonucleotídeo reverso. Os nucleotídeos 

sublinhados representam o sítio de iniciação e de terminação (modificado TAA para TAT para fusão). A direção 

5´e 3´dos oligonucleotídeos são indicadas pelas setas. 
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Figura 18. Amplificação do gene polh do baculovírus AgMNPV. Eletroforese em gel de agarose 0.8% 

mostrando o produto da amplificação da PCR (poços 2 e 3). A seta a direita indica os fragmentos referentes ao 

tamanho do gene polh. Poço 1: Marcador (DNA do fago Lambda da Promega digerido com PstI), setas a 

esquerda mostram o tamanho de algumas bandas do marcador. 
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pGEMAgpol1
3765 bp

Poliedrina

Amp

BamHI (62)

Bgl II (803)

     

Figura 19. Clonagem do gene polh no vetor pGEMT®-Easy. A) Esquema mostrando mapa do plasmídeo 

pGEMAgPol. B) Eletroforese em gel de agarose 0.8%. Poço 1: Marcador (DNA do fago Lambda digerido com 

PstI), setas à esquerda mostram o tamanho de algumas bandas do marcador. Poço 2: plasmídeo pGEMT®-Easy 

sem o inserto. Poço 3: plasmídeo pGEMAgPol não digerido (setas). C) Eletroforese em gel de agarose 0.8%. 

Poço 1: Marcador (DNA do fago Lambda digerido com PstI). Poço 2: plasmídeo pGEMAgPol não digerido. 

Poço 3: plasmídeo pGEMAgPol digerido com EcoRI apresentando duas bandas , uma de 3.015 pb referente ao 

plasmídeo pGEMT®- Easy e outra de 750 pb referente ao gene polh (setas) .  
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Figura 20. Digestão do plasmídeo pGEMAgPol com as enzimas BglII e BamHI e eluição do inserto referente ao 

gene polh. A) Eletroforese em gel de agarose 0.8% mostrando no poço 1: Marcador (DNA do fago Lambda 

digerido com PstI), setas à esquerda mostram o tamanho de algumas bandas do marcador. Poços 2 a 5: 

plasmídeo pGEMAgPol digerido com BglII e BamHI, apresentando uma banda de 3.015 pb referente ao 

plasmídeo pGEMT®-Easy e outra banda de 750 pb referente ao gene polh. Poço 6: plasmídeo pGEMAgPol não 

digerido. B) Eletroforese em gel de agarose 0.8% demonstrando a eluição do fragmento referente ao gene polh.  

Poços 1-2: Resultado da eluição do fragmento de 750 pb correspondente ao gene polh derivado dos poços 2 a 5 

do gel mostrado em A. Poço 3: Marcador (DNA do fago Lambda da Promega digerido com Pst I). 
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4.3. Obtenção do vetor de transferência pFASTAgPol 

 

Para a construção do vetor pFASTAgPol, o plasmídeo pGEMAgPol foi previamente 

digerido com BglII e BamHI (figura 20). O inserto liberado, referente ao gene polh, foi eluído 

(figura 20) para ser utilizado na ligação com o plasmídeo pFastBac TM1 (Invitrogen) digerido 

com BamHI e desfosforilado (figura 21). A confirmação da clonagem foi feita pela 

amplificação por PCR, utilizando os oligonucletídeos pPolAgBglIINew e PolAcYFNS1 

(tabela 1) (figura 22). E, para a confirmação da correta orientação do inserto, foi realizada 

uma reação de PCR utilizando os oligonucleotídeos pPolHF e PolAcYFNS1 (tabela 1) (figura 

22). Os resultados obtidos por PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 0.8% 

corado com brometo de etídeo. 
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pFastAgPol
5526 bp

Amp(R)

Gm(R)

poliedrina

Polyhedrin forward primer

PH promoter

f1 originTn7L

Tn7R

Apa I (4230)

EcoRI (4805)

pAgBgl ll FPolNew (100.0%)

PolAcYFNS1RBAMHI (100.0%)

 

                                                                           

 

          

Figura 21.  Clonagem do gene polh no vetor de transferência pFASTBacTM1 (Invitrogen). A) Esquema 

mostrando o mapa do plasmídeo pFASTAgPol. B) Eletroforese em gel de agarose 0.8%, mostrando no poço 1: 

Marcador (DNA do fago Lambda digerido com PstI), setas à esquerda mostram o tamanho de algumas bandas 

do marcador. Poço 2: plasmídeo pFASTBacTM1 digerido por BamHI e desfosforilado apresentando uma banda 

de 4.775 pb. C) Eletroforese em gel de agarose 0.8%, mostrando no poço 1: Marcador (1kb DNA Ladder, 

Invitrogen), setas à esquerda mostram o tamanho de algumas bandas do marcador. Poço 2: plasmídeo 

pFASTBacTM1 sem o inserto apresentando 4.775 pb. Poço 3: plasmídeo pFASTAgPol apresentando 5.526 pb. 
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Figura 22. Confirmação da clonagem do gene polh no plasmídeo pFASTBac TM1. A) Eletroforese em gel de 

agarose 0.8%. Poço 1: Marcador (1kb Plus DNA Ladder – Invitrogen), setas à esquerda  mostram o tamanho de 

algumas bandas do marcador. Poço2: PCR do plasmídeo pFastAgPol utilizando os oligonucleotídeos 

pPolAgBglIINew e PolAcYFNS1, pode-se observar uma banda de 750 pb referente ao gene polh. B) 

Eletroforese em gel de agarose 0.8%, mostrado no Poço 1: Marcador (1kb DNA Ladder- Invitrogen), setas à 

esquerda indicam o tamanho de algumas bandas presentes no marcador. Poço 2: PCR do plasmídeo pFastAgPol 

utilizando os oligonucleotídeos pPolHF e PolAcYFNS1. 

 

4.4. Construção e isolamento do baculovírus recombinante vAcPolAg. 

  

O vetor pFastAgPol deu origem ao vírus recombinante vAcPolAg por transposição, 

em células de E.coli DH10Bac™. Neste evento, o inserto foi transferido do plasmídeo para o 

genoma de um baculovírus presente na forma plasmidial dentro dessa bactéria (figura 23). A 

confirmação da inserção do gene polh, no bacmídeo, foi realizada por PCR com os 
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oligonucleotídeos M13F e M13R. A banda referente ao fragmento de aproximadamente 2.975 

pb foi visualizada em gel de agarose 0.8% corado em brometo de etídeo (dado não mostrado). 

Figura 23. Clonagem do gene polh no plasmídeo pFastBac™1 e confirmação da transposição do gene de 

interesse para o DNA do bacmídeo. A) Esquema mostrando a posição de anelamento dos oligonucleotídeos 

pPOLHF e PolAcYFNS1 no plasmídeo pFastAgPoL. B) Esquema mostrando a organização no bacmídeo do 

inserto de interesse, dos oligonucleotídeos M13 e da região de transposição. 

 

 O DNA do bacmídeo BacAgPol foi utilizado na transfecção em células Trichoplusia 

ni (BTI-TN5B1-4) para a obtenção do vírus recombinante vAcPolAg. Após três dias de 

infecção, as células foram analisadas em microscopia de luz invertida para a confirmação da 

obtenção do vírus recombinante e análise dos possíveis efeitos citopáticos (figura 24).  

 Por microscopia óptica, observam-se os efeitos citopáticos característicos da infecção 

por baculovírus como, por exemplo, alteração morfológica (perda da forma típica fusiforme) e 

núcleo hipertrofiado. Porém, ao contrário do esperado, não foi visualizada a presença de 
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inclusões proteicas denominadas poliedros como evidência da correta expressão do gene polh 

introduzido.  

Para confirmar a presença do inserto no DNA viral, uma reação de PCR com os 

iniciadores pPolAgBglIINew e PolAcYFNS1R foi efetuada (figura 25). O fragmento obtido 

correspondeu a aproximadamente 750 pb como o esperado para o gene polh. 

 

 

Figura 24. Efeito citopático da infecção de células BTI-TN5B1-4 com diferentes baculovírus a 72h p.i. A) Vírus 

AcMNPV. B) Vírus vAcPH3.C) Vírus vSynVI-gal. D) Vírus recombinante vAcPolAg. As setas pretas indicam 

os poliedros, efeito citopático típico da infecção baculoviral, e as setas vermelhas apontam a ausência desta 

característica nas células infectadas pelo recombinante vAcPolAg. 
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Figura 25. Confirmação da presença do gene polh no DNA do vAcPolAg.  Eletroforese em gel de agarose 0.8%: 

poço 1: Marcador (1kb Plus DNA Ladder – Invitrogen), setas à esquerda mostram o tamanho de algumas bandas 

do marcador; poço 3: PCR do DNA viral vFastAgPol utilizando os oligonucleotídeos pPolAgBglIINew e 

PolAcYFNS1, pode-se observar uma banda de 750 pb referente ao gene polh.  
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4.5. Análise da expressão da proteína poliedrina (POLH) ao longo da infecção de 

baculovírus recombinantes em células de inseto por SDS-PAGE e 

imunodetecção. 

 

 A expressão da proteína recombinante, em células de inseto, foi analisada a 72 h p.i. 

em células BTI-TN5B1-4, com o vírus vAcPolAg. Para controle, células de inseto também 

foram infectadas pelo AcMNPV selvagem,  vAcPH3 (possui o gene polh do AcMNPV 

selvagem fusionado com a uma cauda de seis histidinas na porção C-terminal e pelo vSynVI-

gal (não possui o gene  da poliedrina). 

 Extratos das células infectadas foram analisados em SDS-PAGE para a detecção da 

proteína recombinante POLH. A análise eletroforética demonstrou a presença de um 

polipeptídeo (ausente na infecção por vSynVI-gal e em células não infectadas) com massa 

molecular em torno de 33kDa nos extrato celulares correspondentes às células infectadas 

pelos recombinantes vFastAgPol e vAcPH3. Uma banda apresentando cerca de 29kDa, 

correspondente à POLH selvagem, foi identificada na amostra do vírus selvagem (figura 26). 

 A imunodetecção foi efetuada com utilizando antisoro  de coelho específico para a 

POLH de AcMNPV. Tanto a poliedrina selvagem quanto as proteínas recombinantes dos 

vírus vAcPolAg e vAcPH3 foram marcadas na reação. Assim, comprova-se a expressão da 

proteína POLH recombinante pelo vírus vAcPolAg (figura 27). 
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Figura 26. Análise da expressão da proteína recombinante POLH em células de inseto infectadas com o 

baculovírus recombinante. A) Marcador de massa molecular (BenchMark™ His-tagged Protein Standard- 

Invitrogen), setas à esquerda mostram o tamanho de algumas bandas do marcador. B) SDS-PAGE a 12%: poço 

1- Extrato de células BTI-TN5B1-4 mock (não infectadas); poço 2- extrato de células infectadas com vAcPH3; 

poço 3- extrato de células infectadas com AcMNPV selvagem; poço 4- extrato de células infectadas com 

vSynVI-gal; poço 5- poliedros do vírus selvagem AcMNPV purificados; poço 6- marcador (BenchMark™ His-

tagged Protein Standard- Invitrogen); poço 7, 8 e 9- extrato de células infectadas com vAcPolAg. As setas pretas 

indicam a proteína poliedrina selvagem com 29 kDa (poço 5) e recombinante com 33 kDa (poços 7, 8 e 9). 
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Figura 27. Imunomarcação dos extratos celulares de BTI-TN5B1-4 infectados com o vírus vAcPolAg. A) 

Marcador de massa molecular (Prestained Protein Molecular Weight - Fermentas). B) Membrana de 

nitrocelulose marcada com antisoro anti-POLH. Ordem das amostras: poço 1- Extrato de células BTI-TN5B1-4 

mock ; poço 2- extrato de células infectadas com vAcPH3; poço 3- extrato de células infectadas com AcMNPV 

selvagem; poço 4- extrato de células infectadas com vSynVI-gal; poço  5- poliedros do vírus selvagem AcMNPV 

purificados; poço 6- marcador (Prestained Protein Molecular Weight - Fermentas); poço 7, 8 - extrato de células 

infectadas com vAcPolAg. As setas pretas indicam a marcação pelo anticorpo da proteína poliedrina selvagem 

com 29 kDa (poços  3 e 5) e recombinante com  33 kDa (poços 2, 7, 8). 
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4.6. Obtenção do gene env do vírus da febre amarela 

 

 Para obter o gene do envelope da febre amarela, o plasmídeo pSynYFE foi digerido 

com a enzima BglII liberando um inserto de aproximadamente 1.600 pb referente ao gene env 

(figura 28). O fragmento de DNA  foi extraído de um gel de agarose 0,8%  (figura 28) e 

posteriormente clonado no plasmídeo pFastAgPol. 

                

 

Figura 28. Obtenção do fragmento de DNA contendo o gene env da febre amarela. A) Eletroforese em gel de 

agarose 0.8%, mostrando no poço 1: Marcador (1 kb DNA Ladder- Invitrogen), setas à esquerda sinalizam o 

tamanho de algumas bandas referentes ao marcador. Poços 2 e 3: plasmídeo pSynYFE digerido com BglII, 

liberando a banda de 1.600 pb referente ao gene env. B) Eletroforese em gel de agarose 0.8%, mostrando no 

poço 1: Marcador (1 kb DNA ladder – Promega), setas á esquerda indicam o tamanho de algumas bandas do 

marcador. Poço 2: resultado da eluição do fragmento de 1.600 pb referente ao gene env. 
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4.7. Clonagem do gene env no vetor pFastAgPol. 

O gene env foi inserido no vetor de transferência pFastAgPol, previamente digerido 

com BamHI e desfosforilado (figura 29). A confirmação da clonagem foi feita por PCR 

utilizando os oligonucleotídeos YFE2460R e YFE878F (Tabela 1) (figura 30). E, para a 

confirmação da correta orientação do inserto, foi realizada outra reação de PCR utilizando os 

oligonucleotídeos YFE878F e pFASTSeqRev. Os resultados obtidos por PCR foram 

analisados por eletroforese em gel de agarose 0.8% corado com brometo de etídeo (figura 30). 

  

Figura 29. Clonagem do gene env no vetor de transferência pFastAgPol. A) Esquema mostrando o mapa do 

plasmídeo pFASTAgPolEnv. B) Eletroforese em gel de agarose 0.8%, mostrando no poço 1: Marcador 1 Kb 

GeneRuler™ (Fermentas), setas à esquerda  mostram o tamanho de algumas bandas do marcador. Poço 2: 

plasmídeo pFASTAgPol digerido por BamHI e desfosforilado apresentando uma banda de 5.526 pb. Poço 3: 

plasmídeo pFASTAgPolEnv apresentando 7.126 pb.   
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Figura 30. Confirmação da clonagem do gene env no plasmídeo pFastAgPol.  A) Eletroforese em gel de agarose 

0.8%. Poço 1: Marcador (1kb Plus DNA Ladder – Invitrogen), setas à esquerda mostram o tamanho de algumas 

bandas do marcador. Poço2: PCR do plasmídeo pFastAgPolEnv utilizando os oligonucleotídeos YFE2460R e 

YFE878F, pode-se observar uma banda de 1.600 pb referente ao gene env. B) Eletroforese em gel de agarose 

0.8%, mostrado no Poço 1: Marcador (1kb Plus DNA Ladder- Invitrogen), setas á esquerda indicam o tamanho 

de algumas bandas presentes no marcador. Poço 2: PCR do plasmídeo pFastAgPol utilizando os 

oligonucleotídeos YFE878F e pFASTSeqRev. 

 
 
4.8. Construção, por transposição, e isolamento de um baculovírus recombinante 
contendo o gene polh fusionado com o gene env. 
 
 

O plasmídeo pFastAgPolEnv deu origem ao vírus recombinante vAcPolAgEnv por 

transposição em células de E.coli DH10Bac™. O inserto foi transferido do plasmídeo para o 

genoma de um baculovírus presente na forma plasmidial dentro desta bactéria. A confirmação 

da inserção do gene env, no bacmídeo, foi realizada por PCR com os oligonucleotídeos 
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YFE878F e M13R (figura 30). A banda referente ao fragmento de aproximadamente 2.362 pb 

foi visualizada em gel de agarose 0.8% corado em brometo de etídeo (dado não mostrado). 

 

 

Figura 31. Clonagem do gene env  no plasmídeo pFastAgPol e confirmação da transposição do gene de interesse 

para o DNA do bacmídeo. A) Esquema mostrando a posição de anelamento dos oligonucleotídeos YFE878F e 

YFE246R no plasmídeo pFastAgPoL. B) Esquema mostrando a organização no bacmídeo do inserto de 

interesse, do oligonucleotídeo M13,do oligonucleotídeo YFE878R e da região de transposição. 

 

 O DNA do bacmídeo BacAgPolEnv foi utilizado na transfecção em células 

Trichoplusia ni (BTI-TN5B1-4) para a obtenção do vírus recombinante vAcPolAgEnv. Após 

três dias de infecção, as células foram analisadas em microscopia de luz invertida para a 

confirmação da obtenção do vírus recombinante e análise dos possíveis efeitos citopáticos 

(figura 31). 

 Pela microscopia óptica, pode-se observar efeitos citopáticos similares 

correspondentes da infecção do vírus vAcPolAg (ver item 4.4), além da formação de sincícios 

característicos da infecção pelo vírus amarílico selvagem.  
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 Como uma tentativa de ajudar a formação de poliedros pelo vírus recombinante, foi 

feita uma co-infecção do vírus vSynYFE com o vírus vAcPolAgEnv. Pode-se observar a 

formação de sincícios e alguns poliedros devido ao vírus vSynYFE. Porém, não houve um 

aumento significativo no número de corpos de oclusão que indicasse a recuperação deste 

fenótipo pelo vírus vAcPolAgEnv 

Para confirmar a presença do inserto no DNA viral, uma reação de PCR com os 

iniciadores YFE878F e YFE2460R foi efetuada (figura 33). O fragmento obtido correspondeu 

a aproximadamente 1.600 pb como o esperado para o gene env. 

 

  

Figura 32. Análise estrutural da infecção de células de inseto por diferentes vírus recombinantes a 72h p.i.  A) 

Células BTI-TN5B1-4 não infectadas (mock). B) Células infectadas pelo vírus vSynYFE. C) Células infectadas 

pelo vírus vAcPolAgEnv. D) Células co-infectadas pelos vírus vSynYFE e vAcPoAgEnv. As setas pretas 

indicam a formação dos sincícios, efeito citopático típico da infecção pelo vírus amarílico e causado pela 

expressão da proteína do envelope. 
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Figura 33. Confirmação da presença do gene env no DNA viral.  Eletroforese em gel de agarose 0.8%: poço 1: 

Marcador (1kb DNA Ladder – Invitrogen), setas à esquerda  mostram o tamanho de algumas bandas do 

marcador; poço 2: PCR do DNA viral vAcPolAgEnv utilizando os oligonucleotídeos YFE878F e YFE2460R: 

pode-se observar uma banda de aproximadamente 1.600 pb referente ao gene env.  
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4.9. Análise da expressão da proteína fusionada (PolEnv) ao longo da infecção 

de baculovírus recombinantes em células de inseto por SDS-PAGE e 

imunodetecção. 

 

A expressão da proteína fusionada foi analisada 72 h p.i em células de inseto BTI-

TN5B1-4 infectadas com o vírus vAcPolAgEnv. Como controle, as células também foram 

infectadas pelo vírus recombinante vSynYFE (possui o gene env não fusionado com a 

poliedrina) e co-infectadas pela mistura do vSynYFE com o vAcPolAgEnv. 

 Extratos das células infectadas foram analisados em SDS-PAGE para a detecção da 

proteína fusionada PolEnv. A análise eletroforética demonstrou a presença de um 

polipeptídeo (ausente na infecção pelo controle e em células não infectadas) com massa 

molecular em torno de 88kDa nos extrato celulares correspondentes as células infectadas pelo 

recombinante vAcPolEnv. Uma banda apresentando cerca de 50kDa, correspondente à 

proteína Env, foi identificada na amostra do vírus vSynYFE (figura 34). 

 A imunodetecção foi realizada pela marcação de células infectadas pelo vírus 

recombinante com anticorpos monoclonais contra o envelope do vírus da febre amarela. Em 

um primeiro experimento, foi realizada a técnica de imunodetecção Western Blot, entretanto 

não ocorreu nenhuma marcação, inclusive pelo controle positivo, vSynYFE (dados não 

mostrados). Provavelmente, o anticorpo utilizado reconhece a proteína do envelope na sua 

forma tridimensional in vivo sem ser desnaturada.  

Em um segundo momento, foi realizada, com o mesmo anticorpo monoclonal, a 

técnica de imunodetecção por microscopia de fluorescência. Esta metodologia, além de ser 

mais sensível, permite a análise da proteína in vivo, ou seja, sem a necessidade de ser 

desnaturada. Todas as amostras de células de inseto infectadas analisadas (vSynYFE, co-

infecção vSynYFE/vAcPolAgEnv e vAcPolAgEnv) apresentaram marcação positiva contra a 
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proteína do envelope. Desta maneira, comprova-se que a expressão da proteína fusionada e a 

sua localização citoplasmática nas células infectadas (figura 35). 

 

 

 

 

Figura 34. Análise da expressão da proteína recombinante PolhEnv em células de inseto infectadas com o 

baculovírus recombinante. A) Marcador de massa molecular (Prestained Protein - Fermentas), setas à esquerda 

mostram o tamanho de algumas bandas do marcador. B) SDS-PAGE a 12%: poço 1- Extrato de células BTI-

TN5B1-4 mock (não infectadas); poço 2- extrato de células infectadas com vSynYFE ; poço 3- extrato de células 

infectadas com vAcPH3; poço 4- marcador (Prestained Protein - Fermentas); poço 5, 6 e 7- extrato de células 

infectadas com vAcPolAgEnv e poço 8- extrato de células infectadas com vSynYFE/vAcPolAgEnv. A seta 

vermelha indica a proteína do envelope com 50 kDa, a seta verde indicam a proteína poliedrina recombinante e 

as setas pretas indicam a proteína fusionada PolhEnv com aproximadamente 88 kDa. 
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Figura 35. Imunomarcação por microscopia de fluorescência de células de inseto BTI-TN5B1-4 infectadas por 

diferentes vírus recombinantes às 72h p.i. Na parte direita inferior de cada conjunto de quatro fotos, temos a 

superposição das imagens obtidas por campo claro, marcação dos núcleos pelo corante DAPI e a marcação da 

proteica fusionada pelo anticorpo antifebre amarela conjugado com o fluorocromo Alexa 488. A) Células não 

infectadas; B) Células Infectadas com o vírus vSynYFE; 
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Figura 35. Imunomarcação por microscopia de fluorescência de células de inseto BTI-TN5B1-4 infectadas por 

diferentes vírus recombinantes às 72h p.i. Na parte direita inferior de cada conjunto de quatro fotos, temos a 

superposição das imagens obtidas por campo claro, marcação dos núcleos pelo corante DAPI e a marcação da 

proteica fusionada pelo anticorpo antifebre amarela conjugado com o fluorocromo Alexa 488. C e D) 

vAcPolAgEnv. Fotos A e B foram gentilmente cedidas por Maria Creuza Barros. 
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4.10. Análise ultraestrutural de células de inseto infectadas por diferentes  

baculovírus. 

 

 Células BTI-TN5B1-4 infectadas com os vírus vAcPolAg, vAcPolAgEnv,vAcPH3, 

AcMNPV e vSynYFE; foram fixadas e processadas com 72h p.i para a análise ultraestrutural 

das células infectadas. 

 As células infectadas pelos vírus AcMNPV e vAcPH3 apresentam características 

típicas da infecção baculoviral: núcleo hipertrofiado com estroma virogênico e 

envelopamento dos nucleocapsídeos para a formação de poliedros (figura 36 B e C). Também 

ocorre a presença de agregados de P10, proteína fibrilar compactada, tanto no núcleo quanto 

no citoplasma (figura 36 B e C).  

As células infectadas pelo recombinante vAcPolAg apresentam as mesmas 

características da infecção descritas acima. Entretanto, como já demonstrado pelas análises 

por microscopia óptica, não ocorre formação de poliedros. Podemos observar possíveis 

acúmulos de poliedrina nuclear, principalmente nas regiões periféricas do núcleo (figura 36 E 

e F), com algumas associações dos nucleocapsídeos sem índicos de formação de poliedros. 

Quando infectadas com os vírus vSynYFE e vAcPolAgEnv, além dos sinais típicos da 

infecção baculoviral com a formação de poliedros no primeiro, podemos observar a fusão das 

membranas plasmáticas de várias células (figura 36 G e H). Essas estruturas multinucleadas 

são denominadas sincícios e são características da infecção pelo vírus selvagem da febre 

amarela. 
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Figura 36.  Micrografias eletrônicas de transmissão em células BTI-TN5B1-4.  não infectadas (A) e infectadas 

com o vírus AcMNPV (B), vAcPH3 (C e D). 
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Figura 36. Micrografias eletrônicas de transmissão em células BTI-TN5B1-4. vAcPolAg (E e F); vSynYFE (G) e 

vAcPolAgEnv (H). n, núcleo (n1 núcleo 1, n2 núcleo 2, n3 núcleo 3 e n4 núcleo 4); c,  citoplasma; po, poliedro; pi, 

poliedrina e p10, P10. Barras equivalem a 5 µm, em A, B e H; 2 µm, em C e E; 0,5 µm, em D e 1 µm em F e G.  

Foto G foi gentilmente cedida por Maria Creuza Barros. 

 

G H 

n2 

c 

n1 

c 

n1 

n2 

n3 

n4 
c 

c 

c 

E F 

n 

c 

p10 
p i 

p i 

p i 
n 

c 

p i 



101 
 

5. DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 

 

Neste trabalho, foram construídos dois baculovírus recombinantes: o vAcPolAg, que 

apresenta o gene da proteína poliedrina do vírus AgMNPV, contendo um sítio de restrição 

para a enzima BamHI substituindo o códon de terminação do gene, o que faz com que a 

proteína poliedrina adquira 41 aminoácidos a mais na sua porção C-terminal, e o 

vAcPolAgEnv que possui, fusionado ao gene da poliedrina do AgMNPV, o gene da proteína 

do envelope da vírus da Febre Amarela. 

A construção do vírus vAcPolAg foi concluída com sucesso. Porém, ao contrário do 

esperado, a proteína poliedrina recombinante, apesar de não possuir nenhuma modificação na 

sua seqüência gênica (figura 17) e ser corretamente expressa (ver item 4.5), foi incapaz de 

produzir os corpos de oclusão (poliedros). Costa (2008), também construiu um baculovírus 

recombinante derivado do AcMNPV (vAcPH3) contendo uma poliedrina modificada na 

porção C-terminal (adição de seis histidinas). Esse vírus recombinante, ao contrário do 

produzido neste trabalho, é capaz de formar os corpos de oclusão.  

Uma das hipóteses para a ausência dos poliedros no vírus vAcPolAg é que, ao 

modificar o sítio de terminação da poliedrina para a introdução do sítio de fusão, foram 

adicionados 41 aminoácidos no C-terminal. Cinquenta e um por cento (4 Glicinas, 6 Alaninas, 

1 Isoleucina, 1 Prolina, 3 Triptofanos, 3 Leucinas, 2 Valinas e 1 Fenilalanina) desses 

aminoácidos são apolares, ou seja, possuem como característica uma natureza hidrofóbica, 

por isso tendem a se agrupar no interior da proteína e podem desestruturar a formação 

tridimensional original impedindo a formação do poliedro. Os outros 50% correspondem a 10 

aminoácidos polares (4 Argininas, 4 Ác. Glutâmicos e 2 Lisinas) e 10 aminoácidos neutros (6 

Serinas, 1 Glutamina, 2 Lisinas e 1 Tirosina). Como sugerido por X et al., (2010), alterações 
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no corpo proteico (região β-barril) ( 64- 232 aa) e no C-terminal (233-245 aa) que contém 13 

resíduos altamente conservados tendem a dificultar a formação do corpo de oclusão.  

Brown et al. (1980), isolou dois baculovírus mutantes que formam apenas um grande 

corpo de oclusão cuboidal por célula infectada. Esses vírus foram obtidos a partir da infecção 

viral do AcMNPV tratada com o agente mutagênico N-metil-N’-nitro-N-nitrosaguanidina. A 

estrutura paracristalina dos mutantes é similar à do selvagem, entretanto vírus oclusos no 

poliedro são raramente encontrados levando a uma baixa infectividade viral. Carstens et al., 

(1986), analisou um dos mutantes descritos acima e detectou que a alteração fenotípica é 

devido a uma mutação pontual no gene da poliedrina. Esta mutação causa a substituição do 

aminoácido leucina pela prolina na posição 58. Em 1987, Carstens et al., também caracterizou 

outra mutação no gene da poliedrina de um mutante derivado do AcMNPV incapaz de formar 

inclusões cristalinas. Este vírus mutante apresenta minúsculas partículas dispersas no núcleo 

e, provavelmente, este fenótipo é resultado da substituição do aminoácido fenilalanina pela 

leucina na posição 84.   

Cheng et al. (1998), criando mutações sítio dirigidas por PCR comprovou a 

importância da sequência do gene da poliedrina do baculovírus ThorNPV. Ao substituir o 

gene polh do vírus AcMNPV pelo o do ThorNPV com a leucina da posição 58 modificada, 

observou-se a formação de poliedros maiores que o do vírus parental selvagem.  Katsuma et 

al. (1999), caracterizou diversos Bombyx mori nucleopolyhedrovirus (BmNPV) mutantes para 

o gene da poliedrina . Foi constatado que mutações pontuais ao longo da poliedrina podem 

gerar corpos de oclusão similares ao selvagem, porém com poucos ou nenhum vírus oclusos; 

massas proteicas dispersas no citoplasma e no núcleo; e corpos de oclusão pequenos ou com 

formas irregulares. Ribeiro et al. (2009), isolou um baculovírus mutante derivado do 

AcMNPV, que devido á uma modificação pontual na sequência de aminoácidos do gene da 

poliedrina, é incapaz de produzir corpos de oclusão. A substituição de uma guanina por timina 



103 
 

no nucleotídeo + 352 levou a troca do aminoácido valina pelo aminoácido fenilalanina. Ao 

invés da formação dos poliedros no núcleo, uma massa proteica é encontrada dispersa no 

citoplasma e no núcleo de células infectadas.  

Todos os trabalhos descritos acima estão de acordo com a ideia de que a formação dos 

poliedros depende da interação da proteína poliedrina com outras proteínas virais presentes no 

envelope viral, da sua interação com outras proteínas do hospedeiro, mas também da própria 

sequência de aminoácidos. Ou seja, as interações entre as moléculas que compõe esta proteína 

são fundamentais para a organização e formação da estrutura proteica.  

Je et al. (2003), e Chang et al. (2003), demonstraram que é possível a produção de 

baculovírus recombinantes que possuem uma ou mais proteínas heterólogas incorporadas nos 

corpos de oclusão, mantendo o fenótipo dos vírus oclusos. Je et al. (2003), construiu um vírus 

recombinante capaz de coexpressar a poliedrina nativa e a poliedrina fusionada com a 

proteína  fluorescência verde (GFP), demonstrando que a incorporação de uma proteína 

heteróloga nos corpos de oclusão depende da interação entra a poliedrina nativa e a poliedrina 

fusionada. Chang et al. (2003), utilizando o plasmídeo pColorPol descrito em Je et al., (2003), 

construiu e caracterizou um recombinante do baculovírus AcMNPV que produz uma 

poliedrina fusionada à porção N-terminal tóxica da proteína Cry1Ac. O recombinante 

demonstrou possuir uma maior patogenicidade com um aumento significante na velocidade de 

ação do vírus (mortalidade do hospedeiro) quando comparado com a estirpe selvagem ou com 

qualquer outro recombinante já descrito para o AcMNPV. 

Rocha (2008), também fusionou o gene da poliedrina de AcMNPV com os genes 

codificantes das capas proteicas do Leek yellow stripe virus (LYSV) e de Garlic mite-borne 

filamentous virus (GarMbFV). As proteínas de fusão obtidas também foram expressas em 

células de inseto e detectadas por anticorpos específicos para a poliedrina e para a cauda de 

histidina. Entretanto, apenas a proteína do vírus GarMbFV foi capaz de produzir corpos de 
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oclusão. Com o mesmo vetor de expressão (pFastPH3), Ribeiro (2008), expressou a 

glicoproteína do vírus da Raiva em células de inseto fusionada com a poliedrina de AcMNPV. 

A proteína de fusão construída foi eficientemente expressa em células de inseto, formando 

corpos de oclusão e detectada com um anticorpo específico para cauda de histidina. Rodrigues 

(2010), expressou o gene da capa proteica do vírus Citrus sudden death-associated virus 

(CSDaV), possível causador da morte súbita dos citros, também no vetor pFastPH3. Esta 

proteína também foi efetivamente expressa, produzindo corpos de oclusão e sendo detectada 

com o mesmo anticorpo para a cauda de histidina. 

A febre amarela encontra-se controlada em muitos países que possuem um programa 

de vacinação. Entretanto, a ocorrência de surtos urbanos esporádicos na África demonstra que 

o risco do reaparecimento da doença, como epidemia, é alto. Devido às reações cruzadas com 

outros flavivírus que possuem semelhança antigênica, em especial o vírus da dengue, um 

diagnóstico diferencial seguro torna-se extremamente necessário.  

Utilizar proteínas recombinantes, como a proteína fusionada expressa pelo vírus 

vAcPolAgEnv para a interação antígeno-específico poderá tornar o diagnóstico mais  seguro e 

direcionado, evitando o gasto excessivo com teste inespecíficos. Saijo et al. (2007), utilizou o 

sistema da expressão em baculovírus para produzir a ribonucleoproteína do vírus Lassa, 

causador da febre hemorrágica Lassa. Esta proteína recombinante foi usada como antígeno na 

detecção de anticorpos contra o vírus selvagem e como imunógeno para a produção de 

anticorpos monoclonais. Os métodos de diagnóstico ELISA e IIFA (ensaio indireto de 

imunofluorescência) foram desenvolvidos com o uso do antígeno recombinante. Os 

anticorpos monoclonais contra a ribonucleoproteína produzidos também foram utilizados e 

reconhecidos pelo teste ELISA. Estes resultados são uma alternativa para métodos de 

diagnósticos sem a manipulação direta de vírus infecciosos e com alto grau de transmissão 

como Lassa vírus. 
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 Além de sua importância para o desenvolvimento de novas técnicas de diagnóstico 

diferencial, as proteínas recombinantes com partes antigênicas virais podem ser uma solução 

para o aumento na biossegurança de muitas vacinas que utilizam vírus atenuados. Tanto a 

vacina 17D quanto 17D-24, ambas utilizadas para combater a febre amarela, são 

desenvolvidas a partir de uma linhagem viral atenuada e, dessa forma, pessoas com o sistema 

imune  comprometido, gestantes e crianças recém-nascidas não podem ser vacinadas. Além 

disso, já foram reportados casos do desenvolvimento da doença em adultos saudáveis. Bonafé 

et al. (2009), expressou via baculovírus o antígeno da proteína do envelope truncada do vírus 

do Oeste do Nilo (West Nile virus), também pertencente ao gênero dos flavivírus. A proteína 

recombinante expressa em culturas de células de inseto foi capaz de induzir a neutralização 

viral por anticorpos em múltiplas espécies animais e de proteger imunologicamente duas 

espécies de roedores. Esse antígeno recombinante é um promissor candidato a ser usado como 

vacina. 

Zhang et al., (1988), utilizando o sistema baculoviral para expressar três proteínas 

estruturais (proteínas C, pré-M e E) e duas não-estruturais (NS1 e NS2a) do vírus da dengue. 

Todas as proteínas foram corretamente expressas. Entretanto, coelhos imunizados com os 

produtos proteicos exibiram um baixo título de anticorpos contra as proteínas pré-mebrana, do 

envelope e NS1. 

 Shiu et al., (1991), construiu um baculovírus recombinante contendo um fragmento de 

DNA com os genes da proteína de membrana e do envelope do vírus atenuado da febre 

amarela 17D utilizado na produção da vacina. Células de Spodoptera frugiperda infectadas 

com o recombinante foram capazes expressar uma proteína de tamanho equivalente ao 

esperado pelo tamanho do inserto e outro fragmento proteico correspondente a proteína do 

envelope. Ensaios de imunofluorescência com anticorpos monoclonais contra a Proteína E 
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demonstrou que a proteína recombinante é encontrada tanto no interior quanto na superfície 

celular, sendo antigenicamente indistinguível da proteína do E do vírus 17-D.  

 Desprès et al., (1991), também utilizando o sistema baculoviral, expressou os 

antígenos virais da Proteína E e do NS1 sozinhas e fusionadas. Camundongos foram 

imunizados com lisados celulares infectados com os baculovírus recombinantes. Apesar de 

baixos, níveis significantes de anticorpos neutralizantes foram obtidos quando a proteína do 

envelope é expressa sozinha ou fusionada com a NS1. 

 Outros sistemas de expressão proteica como os baseados em células bacterianas e de 

mamíferos vem sendo utilizados para o estudo das proteínas do gênero Flavivírus. Chen et al. 

(2009), utilizou um vetor de expressão procarioto para estudar o papel das proteínas 

estruturais do vírus da encefalite japonesa. Após a purificação das proteínas recombinantes e 

adição em macrófagos para análise das respostas inflamatórias, pôde-se observar que apenas 

as proteínas formadoras do nucleocapsídeo sem o envelope são capazes de regular mediadores 

do processo inflamatório desempenhando um importante papel nos estágios iniciais de 

infecção viral.  

 XL et al. (2009), com o objetivo de analisar as similaridades e diferenças nos epítopos 

da Proteína E dos vírus causadores da dengue dos sorotipos 1 a 4, da encefalite japonesa e da 

febre amarela, expressou em E. coli seis epítopos específicos. Além da correta expressão, dois 

antígenos característicos do vírus da dengue tipo 1 e do tipo 2 foram confirmados por Western 

Blot. Wang et al., (2009), produziu, de maneira eficiente em célula HeLa estáveis, 

subpartículas recombinantes contendo as proteína prM e E todos os sorotipos do vírus da 

dengue. Este estudo demonstrou que a utilização de células estáveis é segura e também pode 

ajudar nas pesquisas de desenvolvimento de vacinas e drogas contra a dengue. 

Um vírus vaccinia recombinante foi produzido por Zhao et al., em 1987, codificando 

três proteínas estruturais e duas proteínas não estruturais do vírus da dengue tipo 4. As 
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proteínas estruturais recombinantes exibiram a mesma massa molecular e padrões de 

glicosilação encontrados nas proteínas selvagens. Porém, camundongos infectados com o 

vírus construído não demonstraram resposta imunológica contra as proteínas pré-membrana e 

do envelope. Provavelmente, o baixo nível de expressão foi a razão para a limitada resposta 

sorológica destes antígenos. Putnak & Schlesinger, (1990), para estudar a possibilidade de 

incorporação da proteína NS1 em possíveis vacinas, também construíram um vírus vaccinia 

recombinante contendo toda a região o C-terminal da proteína do envelope até o N-terminal 

da proteína não estrutura NS3 do vírus amarílico 17D. Tanto o recombinante proteico NS1 

quanto o nativo foram detectados na superfície de células infectadas. Camundongos 

imunizados com o vírus recombinante foram capazes de produzir anticorpos não 

neutralizantes, estimular a resposta do sistema complemento e conferir proteção parcial contra 

a inoculação intracerebral do vírus 17D. 

Sugrue et al., (1997), expressou, em Pichia pastoris, o cDNA das proteínas estruturais 

do vírus da dengue. A proteína recombinante E foi corretamente expressa em levedura com a 

adição de pequenas cadeias de manose. Também foram observadas partículas esféricas 

similares aos vírions da dengue. Essas partículas tiverem atividade imunogênica em animais e 

capazes de induzir a neutralização de anticorpos.  

Zhang et al., (2007), clonou, em um vetor para células de Drosophila, os genes da 

proteína pré-membrana e do envelope do flavivírus causador da encefalite japonesa. As 

células estáveis que expressaram a Proteína E foram selecionadas; e a proteína foi analisada e 

testada para três anticorpos monoclonais contra a proteína do envelope do vírus selvagem. 

Como esperado, a proteína recombinante apresentou uma massa molecular de 50 kDa, foi 

detectada pelos três anticorpos e é encontrada tanto no citoplasma quanto no meio de cultura 

das células. Além disso, camundongos tratados com o purificado proteico foram capazes de 

produzir anticorpos específicos contra a proteína do E.  
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Os diversos sistemas de expressão proteica têm obtido bons resultados para os estudos 

das proteínas flavivirais. Entretanto, a utilização do sistema de expressão baculoviral, além de 

seguro e de viabilizar um meio eucariótico capaz de modificações pós-traducionais, é capaz 

de expressar vários genes ao mesmo tempo e permite a expressão de grandes quantidades de 

proteínas recombinantes (até 1g de proteína heteróloga/109 células).  

A construção do vírus recombinante vAcPolAgEnv e expressão da proteína fusionada 

foram bem sucedidas. Porém, novos estudos de caracterização, produção e validação de 

anticorpos contra a proteína recombinante são necessários para a futura utilização como 

diagnóstico e produção de vacinas virais. Por exemplo, para uma melhor caracterização da 

proteína fusiona com experimentos de imunodetecção, a utilização de anticorpos policlonais 

ao contrário do monoclonal anti-proteína E, provavelmente, deve levar a uma marcação mais 

forte e evidente. Anticorpos monoclonais reconhecem sítios específicos que podem ter sofrido 

alterações quando a proteína E foi fusionada á poliedrina. Tais alterações podem ter 

dificultado a imunodetecção da proteína fusionada nos métodos de imuno-marcação utilizados 

neste trabalho. 

Era esperado um maior nível de expressão da proteína recombinante, uma vez que esta 

se encontra sob o comando de um forte promotor. Uma das limitações do sistema de 

expressão baculoviral é o processo de N-glicosilação com vias distintas em células de inseto e 

em células mamíferos. Logo, como a proteína do E possui diversos sítios de N-glicosilação 

(Hanna et al., 2005) necessários para a sua maturação, talvez o sistema utilizado não permita 

as corretas modificações pós-traducionais, podendo vir a infuenciar nos níveis de expressão 

proteica.  

Outra modificação para aperfeiçoamento deste trabalho é uma nova construção do 

vetor de transferência pFastAgPol. Como o vírus recombinante vAcPolAg é incapaz da 

produção de poliedros, apenas expressa uma massa proteica disforme, a purificação das 
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proteínas fusionadas é dificultada. Quando ocorre a formação de poliedros, estes podem ser 

facilmente purificados por um gradiente de sacarose. Para melhorar o vetor, poderemos 

incorporar ao C-terminal da proteína poliedrina, uma cauda de hexa-histidina similar á 

adicionada ao vetor pFastPH3 (Costa, 2008), evitando a introdução de 41 aminoácidos na 

porção C-terminal e facilitando a purificação da proteína recombinante fusionada por 

cromatografia por afinidade. Outra possibilidade é a clonagem de todo o cassete de fusão do 

pFastAgPol em outro vetor que já possua o gene da poliedrina selvagem, como por exemplo o 

p2100 (Hallwass et alli, 2005), e analisar se a presença de outra poliedrina pode auxiliar a 

formação do poliedro, como mostrado no trabalho de Chang et al (2003). 
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