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Orientacgdo: Profa. Dra. Méarcia Regina da Silva Pedrini.

RESUMO: Dentre as pragas que atacam a cultura do milhdBrasil, destaca-se a
Spodopterdrugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), candee no estadio
larval como lagarta-do-cartucho, considerada agpEwve da cultura, alimentando-se da
planta em todas as suas fases de crescimentopptinente dos cartuchos de plantas jovens.
Para seu controle, tem-se empregado inseticidanicps de amplo espectro, 0 que tem
causado efeitos adversos ao homem e ao meio ambRmtessa raz&o, torna-se necessaria a
busca de alternativas mais eficientes, de baixtoceide facil utilizacdo, como o uso de
bioinseticidas, especialmente os baculovirus. [@e\adinstabilidade genética durante a
passagem seriada de baculovirus em cultivo deaséldé inseto, o desenvolvimento da
producaoin vitro de bioinseticidas virais € o maior desafio paraua groducdo massal.
Passagens sucessivas de virus usando virus edlaaesl(BVs), necessarias para o0 aumento
de escala durante a producdo de bioinseticida, viemla ao aparecimento de formas
aberrantes de virus, processo conhecido comodefeipassagem”. A principal consequéncia
do efeito passagem é a diminuigdo da producédo gmsale oclusdo (OB), inviabilizando
economicamente sua producdo pelo procdsswitro. Neste trabalho, foi realizada a
passagem seriada do isolado 18 do baculoviBmodoptera frugiperdamultiple
nucleopolyhedrovirugem células Sf21. Foi observada uma queda na péodig OB de 170
para 92 da terceira para quarta passagem. Um piaerfo experimental fatorial J2foi
empregado para verificar a influéncia de duas veaisade entrada, concentracdo de
hormonio 20- Hidroxiecdisona ( e concentracédo de colesterok)Csobre os valores das
variaveis de resposta do processo (producédo voliocaéd producdo especifica de OB),
procurando definir as faixas Otimas de operacaa pawerter ou minimizar o efeito
passagem. O resultado deste planejamento indicbuémecia negativa da adicdo do
colesterol e positiva na adicdo de horménio, omslda&xas Otimas encontradas para as
concentracOes estudadas foram: 8 a 10ug/mL e SpegMpl, para as concentracbes de
colesterol e hormonio, respectivamente. Novos exyertos foram realizados com a adicéo
individual de hormonio e colesterol com a finalidade verificar a influéncia destes
adjuvantes na producdo de OB de forma independ®&tdeplanejamento experimental
obteve-se producéo volumétrica de 9,4 X TB/mL e especifica de 128,4 OB/célula.
Quando se adicionou ®/mL de 20-Hidroxiecdisonas concentracdes elevaram-se para 1,9
x 10° OB/mL e 182,9 OB/célula, indicando que a adicdddiononio melhorou a eficiéncia
da producéadn vitro de producdo de SfTMNPV em cultivos de células Sf21.

Palavras chave: Bioinseticida, baculovirus, culiidocélulas de inseto, STMNPV, colesterol,
20- Hidroxiecdisona.
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ABSTRACT

Among the pests that attack corn crop in Braz#yreéhisSpodoptera frugiperddJE Smith,
1797) (Lepidoptera: Noctuidae), known as fall arrayav, which is the major corn pest. Due
to genetic instability during serial passage ofubaadruses in insect cell culture, the viral
bioinseticidesin vitro production development is the greatest challeogenfass production
of this bioproduct. Successive passages of virugyusxtracellular viruses (BVs), necessary
during viral bioinseticides production scaling lgads to the appearance of aberrant forms of
virus, a process so called as "passage effecté.mid@in consequence of passage effect is the
production of occlusion bodies (OB) decrease, preng its production usingn vitro
process. In this study, it was carried out a s@aalsage of baculovir®&podoptera frugiperda
multiple nucleopolyhedrovirussolate 18, using Sf21 cells. A decrease in troalpetion of
occlusion bodies from 170 to 92 in the third to ribupassage was observed. A factorial
experimental design {2 was employed to verify the influence of two inpuariables,
concentration of the hormone 20 - hydroxyecdys@ig and cholesterol (§) on the values

of response variables (volumetric and the spe@i& production) of the process, seeking to
define the optimum operating ranges trying to regesr minimize the passage effect. The
result indicated a negative influence of the cheled addition and positive effect in the
hormone supplementation which the optimum rangendofor the concentrations studied
were 8 to 1Qig/mL and 5 to 6.5 mg / mL, for cholesterol and hone concentrations
respectively. New experiments were performed watitton of hormone and cholesterol in
order to check the influence of these additiveshenOB production independently. While the
best result obtained from the factorial experimeas 9.4 x 10 OB/mL and 128.4 specific
OB/cell, with the addition of only ®/mL 20-hydroxyecdysone these concentrations
increased to 1.9 x $@B/mL and 182.9 OB/cell for volumetric and speci®B production,
respectively. This result confirms that the additiof the hormone 20-hydroxyecdysone
enhances the STMNPM vitro production process performance using Sf21 cells.

Key words: Bioinseticide, baculovirus, insect cells culturefMSPV, cholesterol, 20 —

Hydroxyecdysone.
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Capitulo 1. Introducéo Geral

1. Introducéao Geral

O Brasil é um pais com grande potencial na proddedgrdos, e o milho é a cultura
mais amplamente difundida e cultivada, pois se tadaps mais diferentes ecossistemas. Na
safra 2009/2010, o Brasil produziu 51,38 milhfestaleeladas. Neste contexto, a regido
Nordeste foi responsavel por 4,92 milhdes de tolaslae o Estado do Rio Grande do Norte
por 45,2 mil toneladas. Assim, devido a esse pakagricola tem-se enorme interesse em
controlar os insetos-praga, considerando que oOslippe causados por eles custam aos
produtores de milho em média de 15 a 34% do custd de producdo (CONAB, 2010).
Apesar da cultura do milho possuir alto potencraldptivo, esta é diretamente afetada pelo
ataque de pragas desde o plantio até a sua Witizagja para alimentacdo humana ou animal
(Valicente & Tuelher, 2009). Em vista da alta prgéilu nacional e do custo com agrotoxicos,
é relevante ter investimentos no controle de issptaga.

Dentre as pragas que atacam a cultura do milhBrasil, destaca-se @podoptera
frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), caidee no estadio larval como
lagarta-do-cartucho, uma das mais importantes pragata cultura. Nos Ultimos anos, a
agressividade da praga vem causando grandes pejpda a cultura do milho em varias
areas cultivadas, devido ao desequilibrio biolggieda eliminacédo de seus inimigos naturais,
e também ao aumento da exploracdo da cultura, quitivada em varias regides brasileiras,
em duas safras anuais. Dessa maneira, livre doggmsé naturais e com a disponibilidade de
alimento durante o ano todo, a praga tem amplagigies de sobrevivéncia. O inseto
também ataca e causa danos a varias outras cutlerasmiportancia econdémica, como
algodéo, arroz, batata, feijao, sorgo, trigo (Gudonteiro, 2004).

Este inseto é de dificil controle devido a suaedade de hospedeiros e sua grande
capacidade de dispersao durante o periodo de @Kivipling, 1980). Como alternativa ao
controle de pragas, diversos bioinseticidas téno sdaliadospor apresentarem baixa
toxicidade ao homem e animais, eficiéncia contreasaspécies de pragas (Saxema, 1989) e
serem compativeis aos programas de manejo integladwagas (MIP) (Martinez & Van
Endem, 2001).

Graciana Clécia Dantas, julho/2010



Capitulo 1. Introducéo Geral

Dentre os métodos de controle Safrugiperda o uso de produtos quimicos vem
sendo reduzido cada vez mais, em virtude de coase@fis negativas sobre a fauna benéfica,
a ressurgéncia de pragas, e sobre a contaminac@mnbmnte (Gassen, 1996), além de
ocasionar o desenvolvimento de populacfes resestett inseto, desequilibrio biologico,
efeitos prejudiciais ao homem e outros animaisjia@s ao alto custo (Kogan, 1998).
Portanto, torna-seecessaria a busca de alternativas que minimizeefedss adversos dos
inseticidas sintéticos sobre o meio ambiente, @jens eficientes, de baixo custo e de facil
utilizacdo pelos produtores.

Visando o controle mais eficiente e especifi® fwgiperda iniciou-se no Brasil e
em outros paises da América Latina como ArgenBudivia e Paraguai estudos utilizando
baculovirus, virus da familia Baculoviridageralmente de alta viruléncia aos seus
hospedeiros e restritos aos artrépodes, principgbnela ordem Lepidoptera, como
bioinseticida viral no controle da populacdo deeios-praga. O Brasil possui 0 maior
programa de utilizacdo de um inseticida biologica mmundo, utilizando o
nucleopoliedrovirus da lagarta-da-sofenticarsia gemmataligHuebner, 1918) (Lepidoptera:
Noctuidae).

Atualmente o banco de baculovirus conta com 22des amostrados em diversas
regides do Brasil. Estes isolados foram estudadwoacterizados e sua eficiéncia avaliada em
relacdo a lagarta-do-cartucho (Barreto et al., 20D®&ntre os isolados mais estudados e
eficientes no controle desta praga, o isolado 1@\Jé& seu genoma totalmente sequenciado
(Wolff et al., 2008). Este sequenciamento € muitpartante para se conhecer a estrutura,
sequéncia e funcéo de cada gene.

A linha de pesquisa atual esta voltada para ongesgmento de um sistema de
producdo que possibilite a obtencdo de um biorridatia base do baculovirus que infecta a
lagarta-do-cartuchoSpodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovi®&MNPYV), ou
baculovirus spodoptera. Varios avancos foram obtidoostrando a possibilidade de
producdo em larga escala deste bioinseticida @fatec& Tuelher, 2009).

A aplicacdo do baculovirus é realizada atravépuleerizacdo e a infeccdo ocorre
por via oral através das folhas contaminadas p#leagéo do virus. Todavia, sua producao

tem sido feitain vivo, utilizando-se lagartas d& frugiperdamantidas em dieta artificial, o

Graciana Clécia Dantas, julho/2010



Capitulo 1. Introducéo Geral

gue implica em elevado custo de producédo (Blackl.etl997; Moscardi & Souza, 2002).
Além disso, a lagarta-do-cartucho tem caractesstg@nibais, o que dificulta ainda mais sua
produgadn vivo.

A producéo in vitro de baculovirus tem encontrado dificuldades tésniea
econdbmicas que parecem se fundamentar especialmantestabilidade genética do virus,
que dificulta a ampliacdo da escala de produgg@alé up e na resisténcia do usuario na
aceitacéo de tecnologias comparativamente caradangdo tempo de maturacao. No entanto,
a producdaan vitro tem sido apontada como um dos mais importantesidelsementos a ser
realizado nos proximos anos, especialmente se dmyasmos o0 desenvolvimento de
producéo de controladores em larga escala.

Alguns estudos mostram a influéncia de substamciasomponentes na producéo de
corpos de oclusdo (OB ecclusion bodigsou poliedros obtidos em sistemasvitro de
producdo. Efeitos do colesterol sobre a replicaf@iNucleopolyhedroviru§NPVs) foram
estudados visando otimizar a produg@dwitro de baculovirus em culturas em suspenséao de
células Sf9 & frugiperdg. Estes estudos demonstraram que a adicdo dderolgsermitiu
corrigir irregularidades morfolégicas nas membrathas OB formados e dagrions oclusos
nestes OBs observadas na replicacaGaléeria mellonella nucleopolyhedrovird&mNPV).
Sendo assim, o colesterol estimula o crescimeritdacecom a finalidade de se obter uma
alta concentracdo de células permitindo a repl@ag@ baculovirus (Belloncik; Akoury;
Cheroutre, 1997).

O crescimento e o0 desenvolvimento adequados destos dependem da
concentracdo de 20-hidroxiecdisona em varios estadg diferenciacdo (Chapman, 1998).
Segundo Chan et al. (2002) a adicdo do hormonios##o, 20-Hidroxiecdisona, proporciona
um aumento na producdo da proteina recombinantepri#rando um aumento de cinco
vezes que as culturas em batelada.

Neste contexto, propde-se estudar a adicdo deteme e ecdisona ao meio de
cultivo durante a producéio vitro do baculovirusS. frugiperdaa fim de aumentar a sua
produtividade e demonstrar a viabilidade do praz@switro como um processo alternativo

para a producdo em larga escala deste bioinseticala
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2. Revisao bibliografica

2.1. Baculovirus

A familia de virus Baculoviridae é conhecida héeeas de anos, compreendendo 0s
virus que infectam artropodes e habitam ecossisteamaaticos e terrestres (Miller, 1997),
constituindo o maior grupo de insetos, principalteetda ordem Lepidoptera (borboletas,
mariposas), Hymenoptera (marimbondos) e Coleogtersouros) (Federici, 1999), além de
alguns crustaceos . O genoma dos baculovirus eagimpor um DNA circular de fita dupla,
variando de tamanho entre 80 e 180 kbases (C&ibeiro; Souza, 2006) podendo codificar
de 100 a 200 proteinas, e é envolto por capsideéipn em forma de bastonete, constituindo
a unidade infectiva do virus (nucleocapsideo) (fiegin et al., 2005).

O ciclo de vida dos baculovirus é bastante pecealge diferencia de outros virus por
produzir dois tipos de progénies infecciosas cangdes diferentes, mas essenciais para a sua
propagacédo natural. A forma oclusa do virus (O@¢clusion derived virusg® responsavel
pela transmissdo de inseto para inseto, enquaftore ndo oclusa (BV budded viruy é
responsavel pela transmissdo de célula para céualaum mesmo individuo (infeccéo
sistémica) (Blissard, 1996).

O ciclo de infeccdo do baculovirus se inicia, come mostra a Figura 2.1, com a
ingestdo de OB do virus presentes na superficidotfzess pelo inseto. Estes atingem partes
da planta hospedeira de insetos, principalmente npeio de chuvas e movimentos de
artropodes do solo para as plantas. Ao chegar @stimo médio do inseto, o virus €
submetido a pH alcalino (aproximadamente 11) gsgotire a poliedrina, liberando wasions
no limen digestivo. As particulas infectivas pesratnas células epiteliais do intestino médio
via fusdo de membrana, mediada por receptores idgspedqHorton & Burand, 1993). No
citoplasma, nucleocapsideos desprovidos de memlisémadevados até o ndcleo da célula,

onde se inicia a expressao dos genes virais dieagin do seu genoma. Apos a replicagao,
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novas copias do genoma viral sdo encapsuladas noleoniddando origem aos novos

nucleocapsideos que migram para o citoplasma eameia célula pelo processo de

brotamento. Nesse processo, 0s nucleocapsidecant@®m envelopados ao adquirirem a
membrana plasmatica da célula hospedeiravi@@ens resultantes sédo do tipo extracelular

(BV) e constituem os principais produtos da primestapa do processo de infeccdo da
lagarta, chamada de infeccdo primaria. Os BVs e@adbs até outros tecidos da larva pelo
sistema traqueal e penetram nas ceélulas por endecitlando inicio a infeccdo secundaria,
disseminando, assim, a infeccdo de célula pardacét hospedeiro (Pedrini & Mendonga,

2007).

Ingestao dos
poliedros pelas l

Dissolugédo dos poliedros
I m e liberagédo dos ODV's nas
A B condicoes alcalinas do intestino

lagartas 2,
y
® X v e ©*® 2 medio das lagartas
©/
(s [® %
®@®(ﬂ% \/ @ ® )
® Q) CY

Polied
reledro 7 ~_Budided virus
@@ﬁ% Z)endocttose BV
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Poliedro liberado
apos lise celular
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Figura 2.1 Ciclo de infecgdo de um inseto hospedétonte: Pedrini & Mendonga, 2007).
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2.1.1. Taxonomia e estrutura de baculovirus

Até 1995, a familia Baculoviridaeera taxonomicamente dividida em duas
subfamilias: Eubaculovirinae, que incluia os visakisos (NPV- nucleopoliedrovirus e GV -
granulovirus) e Nudibaculovirinae, os virus ndadsok (NOV) (Francki et al., 1991). A partir
de entdo, o Comité Internacional de Taxonomia deswvividiu a familia Baculoviridaeom
base na morfologia do OB em apenas dois géndlasleopolyhedroviruscomposto pelos
NPV, e Granulovirus compreendendo os GV (Murphy et al., 1995). Odempoliedrovirus
(NPV) possuem corpos de inclusao poliédrica (OBptendo multiplas particulas virais,
enquanto os granulovirus (GV) contém, em geraltiqaas Unicas, oclusas em corpos
proteicos de forma ovoide (Castro; Souza; Bilimat209).

Tem sido apresentada recentemente uma proposaiiedacdo na classificacdo da
familia Baculoviridae, géneros NPV e GV, com baaespecificidade do hospedeiro (Jehle et
al., 2006). Assim, estes autorasgeriram, através de evidéncias filogenéticasyiadd da
familia Baculoviridaeem quatro géneros:

Alphabaculovirus — inclui todos os NPV de lepidépteros formadores dos
fendtipos virais BV e ODV,;

Betabaculovirus — compreende os GV lepiddpteros que também formam
particulas virais durante ciclo de infeccao;

Gammabaculovirus —engloba os NPV especificos de himendpteros que néo
possuem em seus genomas genes correspondentegedsagr especificas da
particula BV,

Deltabaculovirus —inclui baculovirus de dipteros que ndo apresenta&m

genoma homalogo ao gene poliedrina caracteristsadmais NPV.
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2.1.2.Spodoptera frugiperdal(epidoptera: Noctuida€) e o baculovirusSpodoptera

frugiperda multiple nucleopolyhedroviru¢STIMNPV)

A lagarta-do-cartuchds. frugiperdafoi reconhecida pela primeira vez em 1797, na
Gedrgia (EUA) e inicialmente foi classificada corRbalaena frugiperdapassando por
varias denominacdes até receber o nome atu&8 feigiperda Este inseto possui ampla
distribuicdo geografica, ocorrendo desde a regiédral dos EUA até a Argentina e em
algumas ilhas a oeste da india (Bertels, 1970;g0ed89).

Uma das principais razées para o aumento degga prde outras no Brasil tém sido
as alteracdes no meio ambiente, provocadas pelerhpeomo a expansao de fronteiras e o
desenvolvimento de novas tecnologias de producggoaR Omoto, 2004).

A lagarta-do-cartucho € um inseto de metamorfasepteta (ovo, lagarta, pupa e
adulto) (Figura 2.2); os adultos acasalam-se figg&sapds a emergéncia e caracterizam-se por
apresentarem habitos noturnos. As fémeas poderoactale 1000 a 2000 ovos, nos primeiros
quatro dias apo6s a copula. Essas posturas sdoadakbem camadas e recobertas por
filamentos brancos, escamas e pélos (Valicentew ,(r991). As mariposas pdem 0s ovos na
parte superior das folhas e num total de 150. Assdias nascem as lagartas que passam a
alimentar-se, de preferéncia, das folhas mais ndeasilho, raspando-as (Gallo et al., 2002).
Apos completo desenvolvimento, atacam todas as adolltentrais, destruindo-as
completamente. A duracdo do periodo larval € da 3P dias, findo o qual a lagarta mede
aproximadamente 50 mm de comprimento (Alves; Zycébndramim, 1992; Cruz, 1995;
Schmidt et al., 2001). Sua coloragao varia de egszairo a marrom (Gallo et al., 2002).
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Figura 2.2 Ciclo de vida da lagarta. (Fonte:

http://pragascomuns.blogspot.com/2009/04/lagartaattucho-spodoptera.html).

Outro dado importante com relacdo a descrica®.dieugiperdaé a existéncia de
racas nas populacdoes desta espécie. Pashley (18&6)Estados Unidos, identificou a
existéncia de duas racasSlefrugiperdague apresentavam diferencas genéticas. Em 2002, no
Brasil e em especial no estado do Rio Grande do¢ éuldos iniciais evidenciaram a
possibilidade de existéncia de duas racas: racariitteo” (Zea mayge “do arroz” Qryza
sativg, assim classificadas devido aos seus hospedwietsrenciais (Busato et al., 2002). A
raca do milho tem como hospedeiros preferencidison@ algodao, enquanto a raca do arroz
tem o arroz e outras gramineas forrageiras comferpreiais (Pashley, 1993). Este fato
também foi constatado por Busato et al. (2003) dekectaram diferencas fenotipicas e
genotipicas entre racas provenientes da culturailth® e do arroz irrigado.

Para Pashley (1988), a constatacdo da existércieaghs deS. frugiperdatem
importancia fundamental na concepcdo da entomolagidcola, pois pode haver um
comportamento diferenciado na selecado da plantpedesra como também na resisténcia a
inseticidas (Adamczyk et al., 1997) e no consumaliieento e, consequentemente, no nivel

de dano econbmico para cada cultura.
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Alguns estudos estdo sendo conduzidos para g®rpumna estratégia de manejo
adequada inclusive na Embrapa Recursos GenétiBagernologia por meio de marcadores
moleculares (Queiroz et al., 2005) e tem se obdereme apesar de existirem diferencas
genéticas, fisioldgicas ou até mesmo morfologidaséto et al., 2003 e 2004), esta espécie
ndo deixa de adaptar-se com facilidade as condaesrsas, devido ao seu habito polifago.

Ao longo dos ultimos anos metodologias para orotmtioldgico daSpodoptera
frugiperda pelo SfMNPV foram estabelecidas (Valicente & Crdf91), e estudos de
caracterizacdo bioldgica e bioguimica foram corth&i(Gerk; Kitajima; Souza, 1997).

O Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrosi(8fMNPV) foi identificado
a partir de uma lagarta-do-campo e purificado (e¢alie et al., 1989), varios isolados de
SfTMNPV foram identificados a partir d8. frugiperdacoletadas em diversas regides das
Américas (Maruniak; Brown; Kundson, 1984; BerreRays; De Cap, 1998; Escribano et al.,
1999). Estes isolados geograficos sao frequentenwmmhpostos de cepas que diferem em
seus perfis de restricdo enzimatica (Pedrini;W8&#id, 2004).

Os isolados de baculovirus séo divididos em ip&st Geograficos que sao isolados
identificados em diferentes regides; Temporais gé@e isolados retirados em diferentes
épocas do ano; e Genéticos que sdo isolados quiifesem entre si pela variabilidade
genética, recebendo a denominacéo de variantdsmesqSouza et al., 2002).

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia erg&mabSoja apresentam uma
colecdo de virus de insetos. Os virus da colecAdEmarapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, conforme a Tabela 2.1, foram, em ®@a#oria, enviados por instituicbes de
pesquisa para identificacdo dos patdgenos, conttelequalidade ou monitoramento da
estabilidade de bioinseticidas usados em prograteasontrole biolégico (ex. Baculovirus
anticarsia para o controle da lagarta da soja)s@ados estéo identificados e mantidos, a -
20°C. Desses, um total de 41 encontram-se cammades. Esta colegdo tem como
responsaveis Marlinda Lobo de Souza e Maria EldtisBa de Castro (Circular Técnica 44).

A colecdo da Embrapa Soja resulta da coleta deriaaem campo, em diferentes

regibes do pais, ou do recebimento de isolados uteaso instituicbes nacionais e
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internacionais. Dentre os baculovirus, hd um td&ab3 isolados, mostrados na Tabela 2.2.

Responsavel pela colecéo: Flavio Moscardi (Circuémica 44).

Tabela 2.1 Colecao de isolados de baculovirus daré&pa Recursos Genéticos e

Biotecnologia

Isolados Procedéncia No. de Isolados
Agraulis sp NPV Brasil (DF) 01
Bombyx mori NPV Brasil (PR) 02
Cydia pomonella GV Argentina 01
Dione juno juno NPV Brasil (DF, PA) 04
Megalopyge albicoliNPV Brasil (DF) 01
Spodoptera frugiperda GV Brasil (MG) 03
Spodoptera littoralis NPV Reino Unido 01
Total 61
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Tabela 2.2. Colecao de isolados de baculovirusndlar&pa Soja, Londrina-PR

Isolados Procedéncia No. de Isolados

Anticarsia gemmatalidlPV Vérias regides do Brasil, Argentina, Uruguai 18

Isolados geograficos e Obtidos em campos de producéo do 17

temporais
Outros variantes (lab.)

AgMNPV

Obtidos a partir do isolado temporal 1985

12

Alabama argillaced\NPV Brasil 1
Anagrapha falciferaNPV EUA 1
Autographa californicaNPV EUA 2
Bombyx morNPV Brasil 2
Buzura supressaridlPV China 1
Cydia pomonell&GV EUA, Argentina 2
Diatraea saccharalissV Brasil 1
Epinotia aporemasV Brasil, 1
Erinnyis elloGV Brasil 2
Helicoverpa armigeraNPV China, Indonésia 3
Helicoverpa zedNPV EUA 1
Mocissp. GV Brasil 1
Perigonia luscaNPV Argentina 1
Pieris rapaeGV EUA 1
Plutela xylostellaGV EUA, Brasil 2
Pseudaletia sequaXPV Brasil 1
Pseudaletia unipunctdG EUA, 1
Pseudoplusia includersPV EUA., Brasil 2
Rachiplusia nINPV Argentina 1
Spodoptera eridanedPV Brasil 1
Spodoptera frugiperdaliPV Brasil, Argentina, Guatemala, EUA 8
S. frugiperdaGV Brasil, Argentina 3
S. latifasciaNPV Brasil 1
S. lituraNPV China, Indonésia 2
Trichoplusia ni Brasil 1
Urbanus proteutNPV Brasil 3
93

Total
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Barreto et al (2005), estudaram o total de 22 igmdade virus, conforme Tabela 2.3,
amostrados em diferentes regifes produtoras de mdlBrasil contra a lagart&, frugiperda
(J. E Smith) e observaram diferencas significatemtse todos os isolados e as concentracdes
de dosagem utilizada para todas as caracterigiltssrvadas: percentuais de mortalidade,
duracéo do periodo larval e periodo pupal, peguuga e a concentragao letal ¢gL

Tabela 2.3. Isolados de Baculovirus Spodoptera taattws em diferentes regiées do Brasil

Numero do Isolado Local da amostra — Estado
01 Penha, Local | - PR
02 Penha, Local II- PR
03 Melissa, Local | - PR
04 Melissa, Local Il - PR
05 Cascavel — PR
06 Cascavel - PR
07 Marechal Candido Rondon, Local | - PR
08 Marechal Céandido Rondon, Local Il - PR
09 Penha, Local | - PR
10 Penha, Local Il - PR
11 Melissa, Local | — PR
12 Penha, Local Il - PR
13 Melissa, Local | — PR
14 Melissa, Local Ill - PR
15 Melissa, Local | - PR
16 Cascavel - PR
17 Cascavel — PR
18 Sete Lagoas — MG
19 Sertaneja — PR
20 Patos de Minas — MG
21 Patos de Minas — MG
22 Marechal Candido Rondon, Local Il - PR
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2.2. Producéo de virus

Uma das caracteristicas exclusivas dos virus gdderencia dos restantes dos seres
Vivos reside na sua necessidade de infectar célias para se propagarem. O substrato para
o crescimento do virus é uma célula hospedeira@@s) 2007).

A producao de baculovirus utilizados como bioilecg#ds pode ser realizada em dois

sistemas distintos.

2.2.1. Sistema de producaim vivo de Baculovirus

Tradicionalmente, a producdo de baculovirus é fe@apropria lagarta seguindo
exatamente o ciclo natural do virus (King & Posd48982). Os insetos podem ser criados em
laboratorio e alimentados com dieta artificial @ gesulta num custo final elevado (Moscardi
& Souza, 2002). Em geral esse processo é trabakasepende da presenca do inseto na
lavoura. Apesar da possivel criacdo de insetos endigdes de laboratorio, isso ndo é
aplicavel a todas as espécies dependendo de fatomes seu proprio ciclo de vida e do
estabelecimento de dieta artificial para a colEMBRAPA, 2007).

Segundo Singh (1983) e Parra (2002), uma diefeciaftideal para a criagdo massal
de insetos deve fornecer todos os nutrientes paraducao de insetos comparaveis ao da
natureza; propiciar alta viabilidade larval, daigem a adultos com alta capacidade
reprodutiva além de manter a qualidade do insetdoago das geracOes, sem perder a
fecundidade.

Santos (2003) e Parra (1986), criaram lagartagrdiearsia gemmataligHubner
1818) (Lep.: Noctuidae) em laboratério e em diet#i@al, infectadas com seu virus de
poliedrose nuclear, cujo objetivo era a producébidmseticida.

No Brasil, o bioinseticida baculovirus anticaigdgMNPV) € usado para o controle
da lagarta da sojaAfticarsia gemmataljs Este é atualmente o maior exemplo mundial de
uso de um inseticida viral (Moscardi, 1999). Aléissad, representa um modelo importante de
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substituicdo de agrotoxicos, que sédo altamentedicgis ao meio ambiente, por um controle
ambientalmente correto. A producéo do baculovintearsia € conduzida vivo em lagartas
infectadas nas lavouras e depois levadas ao l@oratara purificacdo e formulacao viral
(Castro; Souza; Bilimoria, 1999). Entretanto essmgsso s6 pode ser conduzido durante
poucos meses do ano, durante a plantacédo de sgta forma, a producéo de baculovirus em
larga escala, usando cultura de células poderardama oferta de virus, pois a producao
atual ndo chega a suprir 10% da area plantada ® egaalém disso, as companhias

produtoras de virus ndo conseguem atender a derpataproduto (EMBRAPA, 2007).

2.2.2. Cultivo de células animais

O cultivo de células animais tem sido muito uttiagpara a obtencédo de uma grande
variedade de produtos como vacinas (virais e regwmntes), proteinas e anticorpos
terapéuticos (Chan et al., 2002; Strauss et a07;2Gotoh et al., 2009), e terapia génica
(Carinhas et al., 2009) destinados a investigadé&mgnosticos, uso terapéutico e também
controle bioldgico na agricultura (Valicente & Crd®91; Moscardi & Souza, 2002; Pedrini;
Wolff; Reid., 2004; Pedrini et al., 2005; Rodasakt 2005; Castro; Ribeiro; Souza, 2006;
Almeida et al., 2010). As tecnologias para a prep@s de produtos virais vém sendo
desenvolvidas, ha alguns anos, com bastante sucB#spentes sistemas de cultivos,
principalmente em suspensédo, tém-se mostrado delereficiéncia para a preparacédo de
produtos virais (Strauss et al., 2007; Gotoh et 2009). Os sistemas em suspensao
caracterizam-se pelas células crescerem livrententaeio de cultura, sem a necessidade de
suporte para o crescimento e mantidas por sistakeguados de agitagdo e em ambiente
favoravel. No entanto, cultivos com células animaguerem varios cuidados especiais
devido a sua fragilidade fisica e metabdlica, affenbaixa velocidade de crescimento (Hiss,
2001; Augusto; Barral; Piccoli, 2007). Dessa formajesenvolvimento de processos para
obtencdo de alta concentracdo celular € fundamemtadl a viabilidade econbmica de

produtos sintetizados por células animais.
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2.2.3. Sistema de producaim vitro de Baculovirus

A producaoin vitro de baculovirus em cultivo de células é realizadanabmente
com o virus extracelular da hemolinfa de insetésciados ou do sobrenadante das células
infectadas através da liberacdo das particulass\d@s OBs produzidos (Chan; Greenfield;
Reid, 1998).

O processo de infeccdo comeca logo apos a entaagerticula viral na célula. A
Figura 2.3 ilustra as etapas seguintes a entradérds na célula. A primeira etapa pode
ocorrer dentro de trés horas pos-infeccao, paeseagsidacdo do virus (Knudson & Harrap,
1976). E a chamada fase precoce da infeccdo, daeede a replicacdo do DNA viral. A
GP64, glicoproteina mediadora no processo de @&@etrdo virus na célula, promove a
fusdo da membrana endossomal com o envelope Vib&iando nucleocapsideos no
citoplasma da célula hospedeira. A presenca do B\titoplasma dispara 0 mecanismo
celular de polimerizagdo de fibras de actina, fortoa cabos que se associam aos
nucleocapsideos.

A proxima fase de infeccéo, a fase tardia, compuule® periodo de 6 a 24 horas ap0s
a infeccdo, quando uma estrutura elétron-denseoffestvirogénico) € formada e ocorre
intensa producdo de BV e replicacdo de DNA virdlifipria, 1991). Os nucleocapsideos,
com peplébmeros, migram do nlcleo até a membraraplagmatica, de onde brotam
individualmente (Whitford et al., 1989) e a padir 24 hora pds-infeccéo é possivel observar

a presenca de OBs no nucleo da célula infectada.
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\3}.
BV

Figura 2.3. Ciclo da multiplicacan vitro de baculovirus (Rohrmann, 1999).

Avancos tém sido feitos na produci&ovitro de baculovirus ao longo dos ultimos
anos, e isso oferece melhor perspectiva para augdiodde bioinseticidas (Chen; ljkel;
Tarchini, 2001; Moscardi, 1999). Devido a estesngwa na area de cultivo celular, a
producdo de baculovirus em células de insetos peddeita em diferentes escalas desde
cultura estaticaspinnerse biorreatores (Griffiths, 1990; Weber et al., 20Essas células
podem ser infectadas na forma extracelular de beaitus, o que resulta na producdo da
forma oclusa (OBs), que pode entdo ser utilizasaocmseticida bioldgico para combate ao
inseto-praga (Grutzmacher; Martins; Cunha, 2000).

Contudo, a producdo de baculovirus em cultivosilaels oferece vantagens em
relacdo a multiplicacao vivo por ser um sistema controlavel, estéril, com piteeza do
produto e por dispor de centenas de linhagensldsdle inseto estabelecidas. No entanto,
sucessivas passagens do virus em cultivo de célatesm resultar em alteracdes genéticas
levando a perda de viruléncia. A alteracdo maiswomnefere-se a formacdo de mutantes FP
(Few Polyhedra) e de particulas interferentes tigéer (DIPs). Os mutantes FP séo
caracterizados pela formacdo de poucos OBs no amdecélula infectada (Bischoff &
Slavicek, 1997; Chakraborty & Reid, 1999; Pedriplff; Reid, 2004) enquanto as
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particulas interferentes defectivas caracterizanpela geracdo de particulas virais com
grandes perdas de seu genoma (Souza et al., R668ni et al., 2005). Esses mutantes, FP e
DIPs, levam a diminuicdo da producéao de OBs (Seuzh, 2003; Almeida, 2005; Pedrini et
al., 2005). A geracdo destes mutantes durante ssagens do cultivo de células pode
comprometer o sistema vitro para produgdo de baculovirus em larga escala.

Com relacdo aos avancos da tecnologia de culévediulas de insetos e analise
ultra-estruturalpor microscopia eletronica, atualmente é possinelestudo mais detalhado
do processo de infeccdo vitro e 0 desenvolvimento de uma série de investigagiiE®e ®s
mecanismos moleculares envolvidos na replicacaddoglovirus (Castro; Souza; Bilimoria,
1999).

A maior parte dos estudos de produg@dwitro € realizada em cultivo de células
aderentes em placas ou frascos. As células forrmanaamada simples (monocamada) em
uma superficie disponivel para o seu crescimesgtataigir a confluéncia (Invitrogen, 2002).
A utilizacdo deste método dificulta a obtencdo @elod quantitativos que possam ser
utilizados no aumento de escala. Além disso, dewddeelacdo entre niumero de células
necessarias para a producdo em massa e a supeeigssaria para 0 crescimento destas
células, torna este processo invidvel economicamgata producdm vitro de bioprodutos
utilizando células de inseto (Wu; Qian Ruan; Pe1€t®8).

O sistema ideal é o sistema de células em susparig@ando biorreatores. Os
sistemas em suspensdo caracterizam-se pelas céhglsserem livremente no meio de
cultura, sem a necessidade de suporte para oroedo e mantidas por sistemas adequados
de agitacdo e em ambiente favoravel. Porém, poestsglos tém sido realizados nesta
modalidade de cultivo de células de inseto, utikizatécnicas de engenharia de processo,
procurando tentar solucionar alguns dos problemar®ites a replicacdo viral no sentido de
otimizar o0 processo.

O processo de cultivo de células em suspenséo rtéseo simples ou de batelada é a
principal forma de conducédo dos processos estuddadasdo a producédo de bioinseticidas
virais (Rhodes, 1996; Murhammer, 1996; Pedrini; ffidReid, 2004; Pedrini et al 2005,
2006a, 2006b; Lua, 2000; Slavicek; Hayes-Plazdieljy, 2001). O aumento de escala é,
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geralmente, realizado através de um numero de ggosede batelada sucessivos para
aumento de concentracdo de inéculo viral (Rhod@36;1Almeida, 2010) (Figura 2.4). Os
processos sdo realizados com infec¢des sincrorcaseja, as células sao infectadas de
forma uniforme, possui indculo com alto titulo VifBm paralelo, outro processo é utilizado
para a producédo de células (Figura 2.4). Os prosefsscontinuos ou bateladas repetidas séo
denominados como passagens sucessivas em cultivéluas. Este processo € semelhante
ao processo conhecido pelos profissionais de eagenhioquimica como processos semi-
continuos com corte. O corte € feito através daragpo das células e do sobrenadante,
sendo este ultimo utilizado como in6éculo em umaarioatelada.

225 m*

Produgio
22500 L
Céhala

2250 L
Céhala

225L
22,50 Cébla

ok Célla
Cébla P2 P3 P4
[::] o _ o \‘\\\‘\\\\\\jii\\\\\

22500 L

Virs

2250 L
Virs Es

225L

22,5L Vi
Virus
2,25L
Vims {::} P2 F3 P4

Figura 2.4. Processo de produgao em batelada (Fenteles, 1996).

Estudos para a viabilidade da producéo de baculwirvitro foram iniciados pela
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia em IBraddF, em parceria com a
Universidade do Rio Grande do Norte, em Natal, Rdtratégias foram estabelecidas para a

producdo do baculovirus anticarsinticarsia gemmatalisnultiple nucleopolyhedrovirjis
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(Rezende,2008; Almeida, 2010) e do baculovirus gpieda Spodoptera frugiperdeultiple
nucleopolyhedrovirysem cultura de células (Almeida, 2005).

A producéoin vitro do baculovirus SfMNPV a partir do isolado 18 usihzo o
sistema de producdo em batelada em linhagem dléla inseto Sf9 adaptadas ao meio
HyClone (HyQ SFX-Insetl') com adicdo de soro fetal bovino (SFB) foi estadgr
Almeida (2005). Foram testadas as células Sf9 & &2n relacdo a producdo de OBs. Em
seus estudos, Almeida (2005) verificou em testedinpnares de infeccdo que 100% das
células foram infectadas apés 72 h.p.i constatamade potencial viabilidade de produgéo
vitro do virus SfTMNPV em cultivo em suspenséao, a padiistlado 18. Decorridos 10 dias
de cultivo, foi observado uma producéo volumétdea,5x18 OB/mL correspondente a 110
OB/célula. O efeito durante a passagem seriadafddBV (Isolado 18) em linhagem de
células Sf9, a producdo de OB em diferentes coraugigs de SFB, parametros cinéticos
estimados para o cultivo com células Sf9 e Sf21acamvelocidades especificas maximas de
crescimento celular para as duas linhagens tambemfmostrados neste estudo.

Segundo Almeida (2005), as células Sf9 produzitamezes mais OB/mL de
suspensao e 1,3 vezes mais OB/célula que as c8li@asHouve uma reducdo no numero de
OB produzidos durante sete passagens do baculogirmnparacdo da producéo de OB de
SfMNPV em meio HyClone (HyQ SFX-Insét) com concentracéo de 5 e 2,5% SFB obteve
resposta contraria a alguns estudos dos sistemasodecéaoin vitro de baculovirus ja
estudados em relacdo a adicdo de SFM (ChakraboRgid, 1999), onde a adi¢do de 5% de
SFB resultou em melhores resultados do que quam@onfadicionados 2,5% de SFB no
meio de cultivo. A melhor producéo de OB pela lgdra Sf9 foi verificada pelas velocidades

maximas especificas de produ¢agns

2.3. Efeito Passagem

Com a crescente utilizagdo dos baculovirus comerrativa aos inseticidas

quimicos, limitacbes tém surgido quando se objetd@senvolver sua producao,
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principalmente, em sistemas vitro. Um dos obstaculos da produgéovitro de baculovirus
em larga escala é o acumulo de alteracdes em semgeatraves de ciclos de replicacdo em
culturas de células ou em biorreatores, chamadefai®m passagem (Krell, 1996). Ou seja,
sucessivas passagens do virus em cultivo de cglatesm resultar em alteracdes genéticas
levando a perda de viruléncia. As alteragbes maisuas, denominadas como “efeito
passagem”, referem-se a formacédo do fenétipo nautaRtfew polyhedrae formacdes de
particulas interferentes defectivas (DIP).

Os mutantes FP sado caracterizados pela formacgout®s OB no nucleo da célula
infectada (Chakraborty & Reid, 1999; Pedrini; WoReid, 2004). Além da reducdo de OB,
oclusbes que ndo contéwirions ou comyvirions de morfologia alterada, envelopamento
intranuclear dos ODVoclusion derived virusg@sgambém anormal ou reduzido, aumento da
liberacdo de virus extracelulares (BMidded viruy e diminuicdo da porcentagem de células
que produzem OB caracterizam os mutantes tipddw folyhedra (Harrison & Summers,
1995).

A ocluséo viral e a formacao das particulas OB ttilesn um processo complexo que
envolve varios genes virais, como opdiedrina p10, PEPe 25KFP (Slavicek et al., 1998).

O gene25K FP é essencial para a formacao correta do OB e octissigrions e sua delecdo

é suficiente para a aparicdo do fenétipo mutant¢Bieemes & Summers, 1988 e 1989). As
mutacOes FPestdo correlacionadas a dele¢cbes no genoma virahsmrcoes do DNA
hospedeiro, o que pode ser detectado por digestdeendonucleases de restricdo (Beames &
Summers, 1988; Fraser; Smith; Summ#&€83; Wang; Fraser; Cary, 1989).

O outro tipo de alteracédo genética relacionadafeiboepassagem é a producédo de
DIPs. Estas particulas contém apenas parte do gevioah e replicam mais rapidamente que
0 virus padrdo. A maioria das particulas defectestd presente em altas passagens seriadas
do virus (Souza et al., 2003). Wickham et al (198d3creveram particulas interferentes
defectivas selecionadas durante passagem seriadanadinhagem recombinante E-2 de
AgMNPV em trés linhagens celulares. Essas parsgctdsam perdendo grande parte do
genoma de AgMNPV, e também levam a diminuicdo dalygdo de corpos de oclusao
(Pedrini et al., 2005).
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O grau do efeito passagem depende do sistemaa-sétub em questdo, mas
freqientemente aparece até a décima passagemudocewir cultura de células (Chakraborty
& Reid, 1999). Na producaan vitro de baculovirusSpodoptera frugiperdamultiple
nucleopolyhedroviru¢SfMNPV), Pedrini; Wolf; Reid. (2004), observaranrépida geracao
de fendtipo FP ap6s somente duas passagens daoissiisiNPV em cultura de células Sf9.
Almeida (2005) utilizando também um isolado de Sf®ANcultivado em células Sf9, obteve
uma maior estabilidade deste isolado, visto quermdcdo de mutantes do tipo FP foi
identificada ap0s a quarta passagem em células.

Pedrini et al. (2006a) atentam a importancia ahiqrazacdo do processo de aumento
de escala dos bioinseticidas do tipo nucleopoldis nos primeiros estagios de seu
desenvolvimento, especialmente quando se faz ri@gaessuso de meios de cultivo de baixo
custo aliado a virus purificados em placa. Estégres observaram um declinio substancial
da atividade biologica do virus purificado em plaksdicoverpa zedNPV (HzSNPV) quando
houve a troca do meio de cultivo original (Excelll} para um meio de baixo custo
desenvolvido por seu grupo de pesquisehpuse VPM mediunOs autores sugerem ainda
gue virus geneticamente homogénios (como os padlific em placa) sdo menos adaptaveis as
perturbacdes no meio nutritivo ambiente do quesvdrlvagens. No entanto, nos dois casos, a

mudanca do meio durante o processo deve ser evitada

2.4. Colesterol

O colesterol é um lipidio anfipatico presente nanimena plasmatica de todas as
células de animais. Ele aumenta a rigidez da memabea influencia também a sua
permeabilidade.

As condigfes nutricionais em que uma linhagemlaelk cultivada aumentam ou
inibem varias etapas de uma replicagdo de bacukviPortanto, a determinacdo da
composicao ideal de um meio de cultura é neces$amiee todos os nutrientes adicionados

ao meio de cultura, os lipidios demonstram desehgrenm papel importante na sua
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formulagdo. Esta suplementacéo lipidica tem comietiobs estimular o crescimento de
células para obtencdo de uma elevada densidadéarce&upermitir a replicacdo de
baculovirus. De acordo com trabalhos anterioregphcacao de baculovirus ocorre apenas
guando o meio de cultura é suplementado com lipiinernomordik et al., 1995).

Efeitos do colesterol sobre a replicacdo dos Nfex&am estudados visando otimizar
a producéaan vitro de baculovirus em culturas em suspensdo de céitagSpodoptera
frugiperdg. Estes estudos demonstraram que a adicdo deterolepermitiu corrigir
irregularidades morfolégicas nas membranas dos fOfasados e dosirions oclusos nestes
OBs observadas na replicacédo @alleria mellonella nucleopolyhedrovirus (GmNPV).
Sendo assim, o colesterol estimula o crescimeritdacecom a finalidade de se obter uma
alta concentracdo de células permitindo a replead@ baculovirus (Belloncik; Akoury;
Cheroutre, 1997).

Outros estudos tém abordado o estudo do colestenq@oducéo viral, como também
no cultivo de célula animal. Dentre eles pode-dar.ciMarheineke et al. (1998jue
compararam a composicao lipidica de duas diferelitdmgens de células de insetos
comumente usadas como hospedeiros para produgdacdevirus,Spodoptera frugiperda
(Sf9) eTrichoplusia ni(T. ni). Neste estudo, os autores encontraramerdrag;0es similares
nas duas linhagens de células estudadas, porés) msauem uma concentracdo lipidica
inferior as encontradas em células de mamiferosankKwski et al. (2007) testaram a
substituicdo do colesterol provenientes de fontesiais, tais como soro fetal bovino, por
colesterol sintético para a producéo de células ifeeas de ratos, dependentes de colesterol
(células NSO) em biorreatores tiptave. Enquanto que a producdo de células NSO
dependentes de colesterol em biorredlfavefoi realizada sem problemas quando soro fetal
foi utilizado ou quando a producéo foi realizadéizando o composto sintético em outro tipo
de biorreatores (ex. biorreatores cujo tanqueté fi@ vidro), o crescimento das células foi
problematico em biorreator&gaveutilizando o colesterol sintético. Os autoresbaieim este
problema a afinidade do colesterol sintético corfilme plastico do biorreator, o qual a
afinidade é irreversivel. Finalmente, o uso de g®8 lipidicas, incluindo o colesterol, sao

utilizadas para aumentar a produtividade de prasefecombinantes utilizando baculovirus
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com vetor (BEVS-Baculovirus Expression Virus Systesgmo aditivo em processos de
batelada alimentada (Meghrous et al., 2010, Palesn@aiRamirez, 2009).

2.5. Ecdisona

Ecdisona € um pro-horménio, que € convertido nambaio ativo 20-
hidroxiecdisona (Chapman, 1998). E um dos hormédéssetos mais bem caracterizados,
sendo responsavel por regular varios genes gqueotamt crescimento, metamorfose e
maturacdo sexual (Karim & Thummel, 1992).

A inativagcdo da ecdisona cessa a metamorfose,enm@mto inseto em estado larval,
resultando em um aumento da progénie viral, umaquez este estado apresenta menor
resisténcia a infeccdo viral. Além disso, ecdistea® em geral, induzem alteracfes
metabdlicas que diminuem a permissividade da laruafeccao por baculovirus (O'Reilly;
Hails; Kelly, 1998).

O aumento dos niveis deste hormoénio leva ao imiailmuda. Quando a larva entra
no estagio de muda, ela para de se alimentar @dwm ftle muda, que contém varias enzimas
proteoliticas necessérias para a mesma, entra pege®cdisial. Neste ponto, as células
epidérmicas entram em uma fase de aumento naesitéeproteinas (expressado do gene) e
uma nova cuticula é produzida. Um decréscimo naerdracdo de 20-hidroxiecdisona
desencadeia uma fase subsequente, que inclui ac@bivdas enzimas no fluido de muda,
digestdo da procuticula e reabsor¢cdo do fluido delan Na sequéncia, h4 mais um
decréscimo na concentracdo de 20-hidroxiecdisomateds hormonios, necessarios para
completar o processo de muda, séo liberados, iadic-se, entdo, a alimentacao.

Portanto, o crescimento e o desenvolvimento adlEgdas insetos dependem da
concentracdo de 20-hidroxiecdisona em varios estétg diferenciacdo. Sugere-se que este
horménio esteroidal esteja relacionado com a regolaa expressdo genética do genoma do
inseto. Normalmente, os hormdnios interagem compteces especificos antes de iniciar um

efeito fisiologico. O ecdiesteroide obriga uma pioa receptora a regular as classes de genes
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“antes” e “depois”. Os genes “antes” sdo ativadel® gomplexo hormonio/receptor. As
proteinas produzidas pelos genes “antes” reprimemarscricio destes genes, a0 mesmo
tempo em que ativam a transcricdo dos genes “depdliguns dos produtos dos genes
“antes” sdo fatores de transcricdo. Os fatoresatese¢ricdo sdo proteinas que podem ligar-se
a curtas sequéncias de nucleotideos, resultanduiaio ou regulagdo da transcricdo (Wing,
1988).

O composto 20-hidroxiecdisona (20HE), aléem decsesiderado o principal agente
indutor de metamorfose nos insetos (Dinan, 200iyém o ecdisterdide encontrado em
maior concentragéo tanto nas plantas como nooméetnan, 2001; Savchenko et al., 1998).
A 20E é encontrada em concentracdes variaveis eensdis espécies vegetais, dentre elas o
milho, espinafre e samambaia (Dinan, 2001; Fillgpeval., 2003).

Linhagens de células de inseto desenvolvidasta partecido ovariano (como é o
caso das linhagens Sf21, Sf9 e T.ni) ndo produze+Hi@roxiecdisona (Lynn; Feldlaufer;
Lusby, 1987) Porém, como revisado por Lynn; FeldiguLusby (1987), a exposicao de
ecdsteroides exdgenos por células de inseto faz quenestas células sintetizem novas
proteinas, como também séo Uteis como fator deisresto para estas células. Além disso,
adicdo de 20HE estimula a producdo de proteinasnfgioantes (Sarvari et. al, 1990, Chan
et. al. 2002).

Sarvari et al. (1990) demonstraram a eficacia @leda de 20HE no aumento da
producdo de proteinas recombinantes utilizando Ibaicus como vetor. Porém, a
concentracdo do horménio foi um fator importanteadicdo de @g de HE/mL de meio de
cultivo obteve um aumento na concentracdo da mateinquanto que a adicao deud/nL
foi inibitéria.

Chan et al. (2002) testaram o processo de batelhoeentada para produzir a
glicoproteina recombinante do virus da dengue NE®i.estudos anteriores de processo de
batelada alimentada para producdo da proteina fBoante B-galactosidase (Chan;
Greenfield; Reid, 1998), como neste estudo, esiB¥es conseguiram otimizar 0 processo
através da adicdo de nutrientes (aminoacidos,idgidjlicose e extratos de levedura) em

culturas de células Sf9 em meio de cultivo SF9Q@Nitrogen, USA). Porém, um aumento

Graciana Clécia Dantas, julho/2010

26



Capitulo 2. Reviséo bibliografica

em 2Qug/ml de proteina NS1 foi encontrado, representdngdezes superior ao processo de
batelada otimizado, quando foi adicionaqm#4nl de 20HE ao meio de cultivo. Os autores
sugerem que, como o 20HE pode estimular a sintedeNA e proteinas em cultivos de

células de inseto, € possivel que a adicdo de 2@dE reverter os problemas de toxicidade e

alta osmolaridade das infec¢cdes quando procesdustelada alimentada séo utilizados.
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3. Metodologia experimental

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Ehgea Bioquimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN).

3.1. Meio de cultura para manutencao e crescimentzlular

O meio de cultura utilizado na manutencdo das a®l@ nos experimentos de
infeccdo em cultura de células em suspenséo foeio MF900I1I SFM (Serum Free Medium)
(GIBCO), ao qual foi adicionado 1% (v/v) de antibiotico (Hndtic - Antimycotic)
(Invitrogen Corporation) e conservado em geladei48&cC.

3.2. Células e determinacao da concentracédo celular

Neste trabalho foi utilizada a linhagem de célu21 (American Type Culture
Collection, MD) cedida pela Embrapa — Recursos Genéticos e Bamtaga (Cenargen),
Brasilia, DF. Esta linhagem foi previamente adapiaela Dra Andréa Farias de Almeida ao
meio Sf900Il, isento de soro fetal bovino. As caéuforam mantidas em suspensao com 20
mL colocados em frascos Erlenmeyers de 125 mL ¢§cbperados a 120 rpm a 28°C em
shakerorbital (Tecnal, TE - 422).

Utilizando um microscopio fase-contraste (Olympispao) e um hemocitdmetro,
modelo Neubauer (Bright-Line Hemacytometer, Sigfeaestimada a concentracao celular
conforme a Equacéo (1) em cada amostra. A contagemealizada em triplicata, obtendo um
erro de 15%, com aproximadamente 200 células castagin ambos os lados do
hemocitémetro (Nielsen; Smyth; Greenfield, 1991).
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Através da técnica de exclusao pela coloragcdoAzuwhde Tripan (Sigma-Aldrich),
a uma concentracdo final de 0,1% (v/v), foram deteadas a concentracdo de células
viaveis e a viabilidade celular. As células quet@maram azuladas devido a entrada do
corante foram consideradas nao-viaveis, enquan® &g células transparentes foram

consideradas viaveis. A concentracdo celular éesgprem células por mL (células/mL).

C[ células} _ Negiias [P
mL

(1)

-4
18x10 " volume de2ladosdo hemacitoméo

Onde:

C: concentracao de células

N auas: nGmero de células contadas

D fator de diluicao.

A viabilidade foi definida como a relacdo entrguantidade total de células viaveis e
nao-viaveis.
3.3. Virus

O virus de Bodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovi{@®MNPV) isolado-
18, foi cedido pelo Dr. Fernando Hercos Valicerdaeethbrapa Milho e Sorgo (CNPMS), Sete
Lagoas, MG.
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3.3.1. In6culo viral de STIMNPV

O inéculo viral, na forma de ODW¢cluded derived virysfoi obtido segundo o
método de Lynn (1994), conforme Figura 3.1.

Preparacao do baculovirus

10°OB / mL

l

700 pL de HO (destilada e estéril) + 100uL da solucéo alcal

130 minutos

200 pL de sais acidos + 200uL da solucéo de tapdifdomg/mL

l 2 horas

200 pL de sais acidos + 2,5 mL de meio de cult&@08I|

l

Filtracao
(0,22 pm — filtro estéril)

l

Armazenagem em tubo estéril a 4°C.

Figura 3.1. Preparacao do in6culo de baculoviri®O

O ODV foi utilizado como indculo para infectar 2Q.me suspensédo de células Sf21
com viabilidade média de 95% e concentracdo delB’@#€lulas viaveis/mL. Para os demais

experimentos de infec¢do, foram utilizados comauiad o virus extracelular (BV) obtido a
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partir da centrifugacédo (1000 rpm/10 minutos) deadhe do volume de suspensao coletado
apos ter sido atingido o estabelecimento da infec¢ca

As infeccOes foram realizadas eshaker (120 rpm e 28°C) utilizando frascos
Erlenmeyers de 125 mL (Schott). As concentracfesélidas ndo infectadas e infectadas
foram acompanhadas diariamente até atingir viaukdem torno de 50%, e a concentracdo
de OB foi acompanhada até o final do processofdegéo.

Os experimentos referentes a passagem seriadm fogalizados em duplicata
apresentando erro meédio de 5% para a contageniudascé 18% para contagem de OB. Os
experimentos para verificar o efeito da adicdo atjgvantes (hormoénio e colesterol), foram

realizados conforme planejamento experimental destiseguir.

3.3.2. Quantificacéo dos corpos de ocluséao (OB)

A concentracdo dos OBs foi determinada utilizanelchemocitdmetro onde as
células foram dissolvidas em uma solucéo de 1% (f@\dodecil sulfato de sodio (SDS) por
2 horas, permitindo, assim, o rompimento da mensreelular e consequentemente a
liberacdo dos OBs.

Com a finalidade de permitir a contagem de 106@aQ@Bs no quadrante central de
cada lado do hemocitbmetro a suspensao conten@Bsdoi diluida com agua purificada
(18,3 MQ-cm). A contagem dos OBs também foi feita em wah.

O célculo da concentracao dos OBs é dado pelansedtquacéao (2):

OB)_Dx5xM,,
COB[ij_ 1x10™ (2)

Onde:

Cos — Concentracao de OB.
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D — Fator de diluicao.

Mog — Média da contagem de OB.

O rendimento especifico (OB/célula) foi calculatieidindo a concentracéo de OB

pela maior concentracao de células totais da euitfiectada.

3.4. Passagem seriada com STMNPV

Foram realizadas cinco passagens do virus SfTMNPVirdgragem de células Sf21
cultivadas em meio SF900 Il. Os experimentos foraatizados em Erlenmeyer de 125 mL
(Schott) com volume de suspensdo de 50 mL operadoshaker orbital a 120 rpm e
temperatura controlada a 28°C. Todas as passamgeans fieitas em duplicata.

Na passagem 1, as células Sf21 com viabilidadeantied97%, em 4 dias de cultivo,
foram inoculadas com 10% (v/v) do BV do SfMNPV dbtida infeccdo com o ODV. Apos o
estabelecimento da infec¢do, 30 mL da suspenséctaafa foi coletada, centrifugada a 1000
rpm por 10 minutos e o sobrenadante (virus exutr@lfoi usado para inocular a passagem
2. As demais passagens seguiram o0 mesmo procedireenada sobrenadante serviu de

in6culo para a passagem subsequente.

3.5. Adicao de colesterol e de 20—-Hidroxiecdisona

Com base nos estudos de Belloncik ; Akoury; Cheeo{it997) e Chan et al. (2002)
foram estabelecidas as concentracbes de hormonide ecolesterol utilizadas neste
experimento. Inicialmente, 5 mg do horménio 20 —fbiEdiluido em meio SF900 Il para um
volume e concentracdo de estoque de 50 mL e 0,ining/ 0,01g de colesterol foram
diluidos em 10 mL de meio SF900 Il com concentrdigéd de 1,0 mg/mL.
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O efeito da adicao de trés diferentes concentsagéstes adjuvantes foi estudado. O
hormonio foi adicionado aos experimentos nas séggsliconcentracdes: 0,002; 0,004 e 0,006
mg/mL e o colesterol com as seguintes concentra@d¥s 0,02 e 0,03 mg/mL. Para o
calculo do volume de solucéo de colesterol e denbnio a serem adicionados a suspensao

foi utilizada a Equacao (3):

CV1i= GV, (3)

Onde:

C, = concentracéo de estoque da solucao de hormordolesterol.
V; = volume de estoque da solucdo de horménio ostentd.
C, = concentracéo final de horménio ou colesterol.

V, = volume final da suspensao.

Através da Equacéo (3) foi determinado que a adigdlbormonio seria de 0,5; 1,0;

1,5 mL e da solucédo de colesterol adicionado @Z3;0,75 mL.

3.6. Planejamento experimental

O processo de infeccéo foi realizado seguindo meminento experimental fatorial
2? adicionado de dois pontos centrais (Tabela 3.%je Elelineamento experimental foi
empregado para verificar a influéncia das duasaveis de entrada, concentracdo de
hormonio (G) e concentracdo de colesterok)Csobre os valores das variaveis de resposta
(producédo volumétrica e producéo especifica de d@B)rocesso, buscando definir as faixas
Otimas de operacao tentando reverter ou minimizdeibo passagem.

Os calculos dos efeitos e tratamentos estatistiogsresultados foram realizados

com o auxilio do software Statistica .7.0
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Tabela 3.1. Delineamento experimental composto.

Variaveis Originais Variaveis Naturais Resposta

Hormoénio Colesterol

X1 X5 Y
(H9) (H9)
2 10 -1 -1
4 20 1 -1
Fatorial
6 30 -1 1
6 10 1 1
Pontos Centrais 4 20 0 0
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4. Resultados e discussao

4.1. Infeccao preliminar utilizando o ODV como indalo

O processo de infeccéo das células Sf21 para agimelos OBs utilizando como fonte
viral o ODV esté representado pelas Figuras 4.2e 4

Constatou-se no segundo dia de infeccdo, que akséldo infectadas e infectadas
apresentaram diferenciacdo quanto ao crescimenBal(® células viaveis/mL e 5,2x10
células viaveis/mL, respectivamente) indicandotatedecimento da infeccdo. Apos este dia,
as ceélulas infectadas desenvolveram-se menos davai@o viral, enquanto as células nao
infectadas estavam em pleno desenvolvimento denaodst a adaptacdo as condi¢ces de
cultivo.

A determinac&o das multiplicidades de infeccao (Mtlo foi realizada neste trabalho,
porém sera foco em estudos posteriores. Pela aeverescimento celular (Figura 4.1),
estima-se que a MOI foi igual ou superior a 5 ptu/ou seja, a maioria da populacao celular
(aproximadamente 100% ) foi infectada no inicio pimcesso de infec¢cdo, onde o
crescimento celular cessa ap6s aproximadamentgp24(Ralomares & Ramirez, 2009).

Para Pedrini, Wolff, Reid (2004) o uso do trataresam tripsina também permitiu a
obtencdo de um processo de infec¢ao utilizando OBt\Mo a partir de aproximadamente 24
OB por célula. No entanto, o crescimento celulaeftabelecido aproximadamente 90 horas
apos a infeccdo, indicando que a maioria das &Rldtmam infectadas com uma
multiplicidade de infeccéo inferior a 1, ja que @@® uma parte da populacdo celular foi
infectada imediatamente apoés infeccdo (Volkman &udigon, 1986). Quando existe um
suprimento adequado de nutrientes, as células @e foram infectadas inicialmente
continuam a se multiplicar-se até que estas sejdestadas pela progénie viral produzidas

pelas células infectadas inicialmente (Palomar&aé&irez, 2009).

Graciana Clécia Dantas, julho/2010

37



Capitulo 4. Resultados e discusséo

| —— Células néao infectadas
| —O— Células infectadas
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Figura 4.1. Curvas de crescimento das célulasnf@otadas e infectadas com o ODV do
baculovirus SIMNPV.

Analisando o processo de infeccdo de modo gerahrocessan vivo de infeccéo,
0s nucleocapsideos que infectam as células saadie dos corpos de oclusdo (OB) em
condi¢des alcalinas, o que normalmente ocorre ato ttigestivo do hospedeiro suscetivel,
facilitando a entrada do virus nos tecidos do m@easchke & Summers, 1975). As linhagens
de células, normalmente, ndo sdo infectadas utdizse OB, pois owirions ndo sao
liberados em pH neutro do meio de cultura, e emao, estdo disponiveis para infeccao
(Elam; Vail; Schreiber, 1990). Em contraste, étredanente facil estabelecer infeccdes
vitro com isolados virais em culturas de células utiilase virus ndo oclusos (BV),
derivados da hemolinfa de insetos infectados ouesaldante de células previamente
infectadas (King & Possee, 1992). Em um estudo ematiyo entre a infectividade de BV e
ODV, Wolkman; Summers; Hsigfi976) estimaram que BV € em torno de 1700 a 18@@s/
mais infeccioso do que o ODV. Assim, 0 uso de Bd¥séalmente a primeira escolha para a
propagacéo viral em cultura de células.

No entanto, € possivel o uso de virus derivadosctiesdo (ODV) como fonte de

virions infecciosos, desde que estes sejam liberados ausahades alcalinas e tratados com
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proteinases podendo melhorar este processo (Ly@8%)1No trabalho desenvolvido pelo
nosso grupo, Almeida (2005) obteve bons resultadibzando ODV de SfTMNPV e células
Sf9. Portanto, neste estudo, a infeccdo prelimiaarbém foi realizada utilizando como
in6culo o ODV liberado a partir do OB do baculogiselvagem SfMNPV produzido vivo.
Isso foi realizado para obtencdo de BV para as demteccdes, uma vez que, como foi
citado anteriormente, o BV € normalmente mais infeao que o ODV.

Lynn (1994) demonstrou que o tratamento do ODV 8&@nug/mL de tripsina por 2
horas resultou em melhorias significativas na daipde do ODV para infectar as células em
suspensdo. No presente estudo, 530 pL de bacupvpossuindo concentracdo de
1,88x100B/mL, foram utilizados para a liberacdo do ODVaaés de solucdes alcalinas.
Com este procedimento, foram utilizados aproximaadaen100 OB para infectar cada célula
e o crescimento celular foi estabelecido 24 hopas anfeccéo.

A Figura 4.2 mostra a producdo volumétrica e efipacilos OBs da infec¢do das
células Sf21 infectadas pelo ODV obtido a partirQi® do baculovirus STMNPV produzido
in vivo.

Observou-se que a produgdo dos OBs apresentou marasnportamento para a
producdo volumétrica e especifica que foram acohgmas diariamente até 10 dias do
processo de infec¢ao.

A producdo de OB nos primeiros dias de infeccaonfais lenta, especificamente
entre os dias 2 e 5 do processo de infec¢do, aiiselaramente na curva de producéo viral
(Figura 4.2). Este fenbmeno pode ter ocorrido dewad processo de infeccdo nao ter
alcancado o sincronismo necessario para a intensagéo viral. A Figura 4.1 mostra que as
células infectadas conseguiram crescer lentamédte quinto dia do processo de infeccéo e
isto pode ter levado a baixa producédo de OB obdarmaste periodo. A intensa produc¢éo de
virus extracelular constatada pelo declinio da eotmacdo das células infectadas, apds o
quinto dia de infeccéo, proporcionou o aumento icendvel na producado de OB observados

nos dias subsequentes até o final do processdeadedo.
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Ao final de 10 dias de infeccdo, a producdo voluitette especifica de OB foi em
média de (6,71 + 1,41)x100B/mL e 92,28 + 19,38 OB/Célula, respectivamente.
Comparando os resultados obtidos, neste sistenma, alguns resultados na literatura,
percebe-se um potencial da produgéovitro do isolado 18 do baculovirus SfMNPV
utilizando o ODV como fonte viral em sistemas dkiwn livre de soro fetal. Almeida (2005)
utilizando a linhagem Sf9 em meio Hyclone (HyQ SkEXect™) suplementado com 5%
(vlv) soro fetal bovino (SFB) obteve producéo voétrita de (2,5 + 0,38)x£0OB/mL e
producéo especifica de 110 + 23,10 OB/Célula. Neesbalho, a producao especifica (92,28
+ 19,38 OB/Célula) foi proxima ao valor obtido netwo citado mesmo utilizando a

linhagem Sf21 e outro meio de cultura (SF900II SFM)

T

Producéo volumétrica
—O— Producao especifica

120

|l© T
8N
N

g
OB/Célula®

30

Tempo (dia)

Figura 4.2. Curvas de producao volumétrica e eBpade OB da infeccdo de células por
STMNPV.

A producéo de baculovirda vitro pode ser influenciada pela linhagem de células ou
isolado viral utilizado. Primeiramente, o nivel geducdo de OB pode ndo ser o mesmo
entre diferentes tipos de tecido de um mesmo hespedccomo também entre diferentes

linhagens de células. Além disso, a escolha dadjam pode influenciar a estabilidade do
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virus, ja que certas linhagens podem induzir umamaeelocidade de mutacdo do virus,
devido, por exemplo, a maior variabilidade genéficraser et al., 1985). Pedrini; Wolff; Reid
(2004), utilizando o isolado SL, linhagem celuld® $ meio de cultura SF900II, obtiveram
uma rapida geracdo de virus mutantes, mostrando gistema por eles utilizado foi menos
estavel. Isolados de SfMNPV foram identificados aatip de S. frugiperdacoletadas em
diversas regides das Américas (Maruniak; Brown; d&am, 1984; Berretta; Rios; De Cap,
1998; Escribano et al., 1999; Barreto et al, 200b3tes isolados geograficos sao
frequentemente compostos de cepas que diferemwenpsdis de restricdo enzimética e suas
capacidades de infectar os seus hospedeiros.

4.2. Passagem seriada

Os sistemas de expressao tendo baculovirus cornesgBEVS), 0os quais utilizam
culturas de células de inseto, constituem uma tegi# relativamente nova quando
comparada aos sistemas de expressdo em célulasamfenos. Selecdo de linhagens
adequadas de isolados virais, a otimizacao do gsogeara 0 aumento de escala da producéo
in vitro, além da formulagcdo e caracterizacdo do produtal 8o alguns dos elementos-
chave, que devem ser pesquisados, para o sucessmdecializacdo de inseticidas a base de
baculovirus produzidos por processos fermenta(Btzck et al., 1997).

Devido a instabilidade genética durante a passageiada de baculovirus em cultivo
de células de inseto, o desenvolvimento da produng@itro de bioinseticidas virais € o maior
desafio para a producdo massal deste bioprodussafens sucessivas de virus usando BVs
leva ao aparecimento de formas aberrantes de \grasesso conhecido como “efeito de
passagem”. As principais caracteristicas do fen6kp sdo a diminuicdo da producédo de
poliedros e 0 aumento da producédo de virus extraces, adquirindo uma vantagem seletiva
durante o processm vitro (Slavicek; Hayes-Plazolles; Kelly, 2001; Pedrinipfy Reid,
2004; Pedrini, et al., 2005; Pedrini, et al., 2008@06b). Como o produto desejado neste

processo sao os OBs, este fenémeno dificulta aup&mdde bioinseticidas utilizando os
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cultivos celulares. A estabilidade da producéo a@cutpvirus selvagem SfMNPV, isolado 18
foi verificada através da passagem seriada envoulg células Sf21.

A Figura 4.3 mostra as curvas de crescimento dataséao infectadas e infectadas
durante cinco passagens destas células. Na pripessagem (P1), a suspensao de células
Sf21 foi inoculada com 10% do BV do baculovirus SRV obtido da infecgcéo preliminar
com o ODV (resultados mostrados no item 4.1). Asiale passagens seguiram 0 mesmo
procedimento e cada sobrenadante (virus extracehkdavindo de inOGculo para a passagem
subsequente. Este virus extracelular foi coletads 8 ou 4 dias de infec¢do, tempo no qual
houve um decréscimo na concentragdo celular de&idoaior atividade viral durante o
processo.

Constatou-se que na primeira passagem (P1) a doag@n de virus extracelular foi
baixa devido ao crescimento das células infectaffassar de ter sido observado indicios de
infeccd@o j& nas primeiras horas, o processo degéaefoi estabelecido somente no terceiro
dia, onde houve o declinio da concentracéo celbie fato pode ter ocorrido devido ao tipo
de indculo utilizado no processo, haja vista, qued/autilizado nesta passagem foi obtido da
infeccdo com o ODV. Sabendo que o ODV é menostinte¢Volkman et al., 1976), o BV
produzido a partir dele poder& conter menos padasotrais, ocasionando baixa infeccéo.

A concentracgao viral, nas passagens P2, P3 e iRlriidiar e maior que a indicada na
P1, identificada pelo comportamento apresentado cuagas de crescimento celular. A
infeccdo das células foi observada logo no primdiey onde a concentragdo das células
infectadas foi menor que a concentracdo das céldasnfectadas. Ja a passagem cinco (P5)
demonstrou diminuicdo na concentracao viral, vigttm acentuado crescimento das células
infectadas, isto ocorreu provavelmente devido amé&gpio de mutantes gerados durante a
passagem seriada. As curvas de crescimento dadasc&fP1 durante a passagem seriada
estao dispostas nos Anexos de Aa E.
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Figura 4.3. Passagem seriada em células Sf21.

Pedrini et al. (2006b) também utilizaram 10% (\de)inoculo viral para a realizacéo
da passagem seriada durante a producao don@licoverpa armigeraaucleopolyhedrovirus
em células dédelicoverpa zedBoddie, 1850) (Lepidoptera: Noctuidaap invés de utilizar
um volume pré-determinado estimado pela determindedMOI, cujo valor varia entre 1 e
10 pfu/mL para este tipo de processo. Da mesmaaf@ue o observado por Pedrini et al.
(2006b), neste trabalho, as MOlIs utilizadas forafitientemente altas permitindo infeccbes
sincrénicas, observando—se um crescimento posgideminimo. Este método se apresentou
mais pratico, evitando problemas de contaminacdq®rda de viruléncia dos baculovirus
durante o armazenamento dos inéculos virais, aééagdeterminacao do titulo viral seja
realizada.

A Figura 4.4 apresenta a producdo especifica dg@Hcélula). Observou-se uma
producédo especifica de 170 OB/célula na terceisagmem. Este resultado é superior quando
comparado a outros sistemas cofnichoplusia niNPV em célulag. ni (Potter et al.,1976),
0s quais obtiveram 70 OB/célula e o sistdmamantria disparMNPV em célulagd.ymantria

dispar (Linnaeus., 1758) (Lepidoptera: Lymantriidae) (&lek et al, 1996), obtiveram 57
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OB/célula. Mas, inferior quando comparado ao siat@studado por Almeida (2005) que
obteve 399 OB/célula e ao sisteMalicoverpa armigeréSNPV em células delelicoverpa
zeacom 222 OB/célula (Lua et al., 2002).
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Figura 4.4. Producéo especifica de corpos de arkeisécélulas Sf21.

No sistema estudado, observou-se a indicagédo @o diepassagem devido a reducéo
na producao de OB de 170 para 92 da terceira pmdagpassagem. Enquanto o sistema
Lymantria disparMNPV em célulasLymantria dispar(citado anteriormente) os autores
observaram reducéo de 57 para 35 OB/célula ducamte passagens e Almeida (2005) em
seu sistema observou reducao de 399 a 109 OB/ckitdate sete passagens.

Diante dos resultados obtidos durante a passageadaeconstatou-se que houve
declinio na quarta passagem. Como foi descritoriameente, este declinio & fator
consideravel na producao vitro de bioinseticidas virais devido a instabilidaded&a do

virus, que dificulta a ampliagdo da escala de pradcale up.
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4.3. Producao de OB ap6s adicao de horménio e caésl

Alguns estudos estéo sendo realizados com inteitaudnentar a estabilidade durante
as passagens sucessivas em ceélulas de inseto eataur produtividade durante a producao
visando a producdo de bioprodutos utilizando badwe como vetor. No caso do aumento
da estabilidade, foram testados isolados purifisaglo placas (Pedrini et al., 2005, 2006a,
2000b, Rezende, 2008; Almeida, 2010). No que seraedo aumento da produtividade, a
adicao de nutrientes ou substancias que permitaamento da producéo de bioprodutos, tais
como proteinas recombinantes, em meios de cubimbém sdo comuns (Chan; Greenfield:;
Reid, 1998; Palomares & Ramirez, 2009).

Na Tabela 4.1, encontram-se 0s niveis das vari@leeentrada reais e codificadas. O
nivel 0 corresponde aos valores das concentragbesferéncia de hormonio e colesterol
(4pg/mL e 20ug/mL, respectivamente), a partir dessdores houve uma variagao para 0s
niveis inferior (-1) e superior (+1) de duas unimgara a concentragdo de hormonio e de

dez unidades para a concentracao de colesterol.

Tabela 4.1. Niveis reais e codificados das varggeientrada

o Nivel Nivel Nivel
Variaveis
-1 0 +1
Chiormonio (Hg/mL) 2 4 6
CCOLESTEROL(ug/m L) 10 20 30

Na Tabela 4.2 encontra-se a matriz de planejamenio as respostas (producao
volumétrica e producéo especifica de OB), as doassn obtidas a partir dos experimentos

realizados com as combinac¢des dos niveis estudados.
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Tabela 4.2. Matriz do planejamento fatoriak2dados experimentais

Ensaio Cu (ugmL  Cc (ug mL™Y  Producdo volumétrica Producéio especifica

s D) (OB / mL) (OB / Célula)
1 -1 -1 5,95 x 10 78,76
5 +1 -1 9,42 x 16 128,35
6 -1 +1 4,65 x 10 60,95
2 +1 +1 4,57 x 10 56,12
3 0 0 7,23 x 10 87,26
4 0 0 6,90 x 10 82,67

Os coeficientes de variacdo explicadd) (Rram satisfatérios (92% e 99% para a
producdo volumétrica e producdo especifica, res@acente) e a razao deakiado POr
Fiabelado €Sta acima de 1, para um nivel de confianca de, $dicando que o modelo é,
estatisticamente significativo (Barros Neto; Scarmi Bruns, 2007). Assim, o ajuste do
modelo linear com 4 parametros (Anexo F), para @ygdo volumétrica e producao

especifica encontra-se descritos nas Equacbes 4 e 5
Producéao especifica = 50,57167 + 19,2+®,47 G — 0,68025 G C¢ 4)
Producao volumétrica = 42833333 + 13112503-Q37500 ¢ - 443750 G Cc 5)

Onde G, e G representam concentragdes de hormonio e colesespkctivamente.
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As Equacoes (4) e (5) representam os modelos eopodificados da regressao linear
ajustados aos dados experimentais para a prodsgizitica e producdo volumétrica do
baculovirus selvagem SfMNPV, respectivamente.

O modelo obtido pode ndo ser exatamente aquel@egmeve a regido estudada do
sistema e, neste caso, ndo pode ser utilizaddgeeaestimativas para deslocamento e muito
menos para extrair conclusdes sobre a regido Glimaaneira mais confiavel de se avaliar a
gualidade do ajuste do modelo € empregando a arddisvariancCigANOVA) (Calado &
Montgomery, 2003; Barros Neto; Scarminio; Brund)720 Embora, neste estudo, o modelo
representado pela andlise de variancia obtida Peltistica Softwaf® (versdo 7.0),ndo
reproduziu a variacdo das respostas, tanto paradugio volumétrica como a especifica
(Anexos G e H), foram calculadas as novas analisesriancia (ANOVA) para a producéo
especifica e a producdo volumétrica, mostradasTalslas 4.3 e 4.4, respectivamente. Esta
analise permite avaliar numericamente a qualidadajdste de um modelo (Barros Neto;

Scarminio; Bruns, 2007).

Tabela 4.3. ANOVA calculada para a producao esipaaibm o erro puro e a falta de ajuste.

FONTE DE SQ GL MQ Fead Fras  Fea/Fras
VARIACAO
Regressao 3268, 048 3 1089,35
Residuos 31, 023 2 15,5115 70,2 19,16 3,66
Falta de ajuste 20, 489 1 20,489
Erro puro 10, 534 1 10,534 1,94 161,4 0,01
Total 3299, 071 5 659,8
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Tabela 4.4 ANOVA calculada para a producéo voluiteettom o erro puro e a falta de ajuste.

FONTE DE SQ G MQ FeaL Fras  Foal/Fras
VARIACAO L

Regresso 155x1 3 516x1¥

Residuos 1,076 2 0,54 9,55 x10 19,16 4,98 x

10"

Falta de ajuste  5,445xf0 1 5,445x 1¢°

Erro puro 54450 x 1§ 1 5,4450 x 1& 1 161,4  0,0062

Total 166561 x18 5 3,3312x 1Y

Utilizando o programa computacion@fatistica Softwafe (versdo 7.0)foi possivel
construir as superficies de resposta (MSR) e oaliag de Pareto. A superficie de resposta
permite analisar as faixas 6timas de operacdo dasveis de entrada que maximizam as
respostas em estudo. A metodologia de superficregposta (MSR) baseia-se na construcao
de modelos mateméticos empiricos que geralmenteeganp funcdes polinomiais lineares
ou quadraticas para descrever o sistema estudadonsequentemente, dao condi¢des de
explorar (modelar e deslocar) o sistema até suaizacao (Calado & Montgomery, 2003). A
superficie de resposta para o sistema estudadetnaisalho esta representada nas Figuras 4.5
e 4.6.
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Fitted Surface; variable: Producdo especifica A
244200 design; M5 Pure Error=10 53405
D" Producio especifica

Fitted Surface; Yariskle: Produgéo especifica B
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Figura 4.5. Superficie de resposta (A) e a curvaidel (B) para a producéo especifica.

Fitted Surfacs; Variable: Produgio volumétrics Fited Surface; Variable: Produgéo volumétrica
2440 2.0 design; MS Pure Error=54450ES A 224(2-0) dlessign; M3 Pure Error=34450E8
D%: Produgdo volumétrica D: Produgia volumétrica
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Figura 4 6 Superficie de resposta (A) e a curvaidel (B) para a producédo volumétrica.
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A adicdo de colesterol foi testada com intuito dienigar a produgéon vitro de
baculovirus em culturas em suspensao de célulds (Eizhagem de células dgpodoptera
frugiperda,clone21), pois em um estudo realizado por Bellgnakoury; Cheroutre (1997)
demonstraram que a adicao deu@®nlL de colesterol ao meio de cultivo permitiu agprr
irregularidades morfologicas nas membranas do®dgrols formados e dosrions oclusos
nestes OBs observadas na replicaca&dlberia mellonellanucleopoliedrovirus (GmNPV).
Além disso, suplementacéo lipidica tem como olgstigstimular o crescimento de células
para obtencdo de uma elevada densidade celularngtipea replicacdo de baculovirus
(Wilkie et al., 1980). Analisando as superficiegesposta e as curvas de niveis (Figuras 4.5
e 4.6), observou-se a existéncia de uma regidagiama a producédo de OB onde se encontra
uma faixa de concentracdo de colesterol (8 a 10)g/ou seja, inferior a utilizada por
Belloncik; Akoury; Cheroutre (1997) e concentrag® hormoénio (5 a 6,5ug/mL), bem
representados na regido vermelha da superficiespmsta. No caso do hormodnio, a faixa
ideal foi maior que a utilizada por Chan et. al020e Sarvari et al. (1990) que conseguiram
aumentar a produgdo de proteinas recombinantégaotb baculovirus como vetor de
expressao, com 4ug/mL e 2ug/mL, respectivamente.

A Figura 4.7 mostra o diagrama de Pareto para @ugém especifica (A) e producéo

volumétrica (B) de OB.

Pareto Chart of Standardized Effects; Yariable: Produgéo especifica
2*4(2-00 design; M= Pure Error=10,53403 A
O Producéo especifics

(2 ] Colesteral 13,871

Thy2 -5,35361

{130 1 Hormdnio 5,595447
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Produg&o volumétrica
2420 design; MS Pure Error=54450E8
D Produgén volumeétrica B

% 7.263915

)

(2] ] Colesteral 13,1774

A\

Thy2 <7 B0GTS

(1] ] Hormdnio

=03

Figura 4.7. Diagrama de Pareto para a producaaiéspgA) e volumétrica (B).

De acordo com o diagrama de pareto (Figura 4.8grebu-se que o colesterol teve,
na verdade, uma influéncia negativa significatiea resultados de producgéo volumétrica e
especifica de OB. Isto é evidente pelo sinal negatiostrado no diagrama. Também houve
uma influéncia negativa a interacdo do hormonio ce cdlesterol. J& adicdo do 20-
hidroxiecdisona (20HE) foi positiva, porém sigrdiiva. No entanto, a morfologia das
células infectadas observadas por microscopia dieanonstra um processo infectivo
eficiente, com células com evidente producéo de, P& todas as concentracdes de 20HE e
colesterol testadas.

A Figura 4.8 apresenta a producao de OB apdsca@die colesterol e horménio na
guarta passagem. Independente dos resultados dpamiaa de pareto, os resultados
demonstraram um aumento 1,3 em relacao ao resudead@dicdo de hormonio e colesterol,
guando fig de 20HE e 1jig de colesterol foram adicionados por mL de meiculé&vo.
Estes estdo de acordo com o modelo obtido repesiEntpelas equacdes 4 e 5, como
também o de superficie de resposta (Figuras 4.%)e @ qual indica melhores resultados
entre faixa de concentracdo de colesterol de .a/hfl. e concentracdo de horménio entre 5

a 6,5ug/mL.
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Figura 4.8. Producéo especifica de OBs apos ade@olesterol e hormonio na quarta

passagem.

4.3.2. Adicao individual de hormonio e colesterol

Diante dos resultados obtidos no planejamento,iarrpeoducdo de OB foi atingida
com a menor concentragcdo de colesterol |{dmL) e maior concentracdo de 20HE (6
pg/mL). Assim, realizaram-se experimentos com estasentracfes individuais para andlise
da producéo de OB de forma independentemente.

A Figura 4.9 mostra as curvas de crescimento élatas nao infectadas e infectadas
quando @g/mL de 20HE foi adicionada ao meio de cultivo. @leu-se, que as células nédo
infectadas e infectadas apresentaram diferenciggdioto ao crescimento, j& no primeiro dia
de infecc¢éo, indicando o estabelecimento da meGn@rmonio favoreceu a infeccéo devido
ao baixo crescimento celular observado, onde aetrag;do maxima das ceélulas infectadas

foi de 9,31x108 células viaveis/mL.
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—0— Células nao infectadas
—O0— Células infectadas
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Tempo (dia)

Figura 4.9. Curvas de crescimento das célulasnféotadas e infectadas com meio de

cultivo adicionado pg/mL de 20-Hidroxiecdisona.

A Figura 4.10 mostra as curvas de crescimento élatas ndo infectadas e infectadas
guando 1Qg/mL de colesterol foi adicionado ao meio de colti@bservou-se, que as células
nao infectadas e infectadas apresentaram difeg@tciquanto ao crescimento, indicando o
estabelecimento da infeccdo. Porém, houve um anestd maior de células infectadas. Um
maior nimero de células representa mais célulastadas ao final do processo, o qual pode
afetar a concentragdo volumétrica, quando compaadwoduto obtido com infec¢gbes onde
0 crescimento € minimo. Todavia, 0 comportamentmm@nado para praticamente todos os
processos infectivos testados neste trabalho efaiiférenciacdo das células infectadas e nao
infectadas j& nos primeiros dias de infeccdo. Este demonstra a boa capacidade de
infeccd@o do isolado 18 do SIMNPV (Barreto et &002) as células Sf21.
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Figura 4. 10. Curvas de crescimento das célulasniéctadas e infectadas com meio de

cultivo adicionado com 1@/mL de colesterol.

Observando os resultados obtidos em relacdo a giioduolumétrica (OB/mL) e
especifica (OB/célula) de OBs (Figuras 4.11 e 4.42hfluéncia somente do horménio foi
superior ao do melhor resultado do planejamenteraxental realizado com adicdo de 20HE
e colesterol. Enquanto que o melhor resultado dmepgmento (ensaio 5) obteve uma
producdo volumétrica de 9,4 x10B/mL e especifica de 128,4 OB/célula, com a adi
somente fig/mL de 20-Hidroxiecdisona estas concentracées atamen para 1,83 x 10
OB/mL e 154,8 OB/célula, respectivamente. Estesltaafos confirmam que o hormdnio
influi positivamente no aumento da producdo de QBewxido & auséncia de colesterol, 0s
resultados foram ainda superiores quando a mesnecamwacao de hormaonio foi utilizada.

Observando ainda nas Figuras 4.11 e 4.12, os adssltobtidos em relacéo a adicéo
somente de colesterol, na menor concentracdo estu(ieug/mL), confirmam a sua
influéncia negativa ao processo de produgcdo deEdBuanto que o resultado da producédo
sem adicdo do colesterol (realizado durante a gessaseriada) obteve uma producao
especifica de 99 OB/célula, esta concentracdo dinpara 60 OB/célula (Figura 4.11).
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Todavia, a producdo volumétrica passou de 5,7 xQIBYmL para 1,33 x FOOB/mL, na
passagem seriada e com a adicdo de somepgnl0 de colesterolrespectivamente. A
maior concentracdo volumétrica foi devido, provenaite, a maior concentracdo de células
(Figura 4.12).
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Figura 4.12. Producéo volumétrica de OB com a adigiadjuvantes.
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Estes resultados foram confirmados através dasandé variancia (ANOVA), onde
foram observadas que as médias sao significativienaiierentes, com nivel de confianca de
95%, entre os resultados de producdo volumétricB/nQ) e producdo especifica
(OB/célula) de OB da passagem seriada, do planejanegperimental, da adicdo somente de
hormdnio e da adicdo somente de colesterol. Agmédk variancia da producédo volumétrica e

da producéo especifica esta mostrada nas TabBlasi46 respectivamente.

Tabela 4.5. Resultado da ANOVA para a producaorméttica de OB

Experimentos Média Variancia N
Passagem Seriada 5,34667 X 10  6,85033 x 18’ 3
Planejamento Experimental 9,43 X'10 9,643 x 16° 3
Adicéo de Hormonio 1,83333x90  3,82333 x 1¥ 3
Adic&o de Colesterol 1,33x30 3,07 x 16* 3
F1=43,097 ,=R,77026 x 10

As médias séao significativamente diferentes com 88%ivel de confianca

Tabela 4.6. Resultado da ANOVA para a producaocéfsgee de OB.

Experimentos Média Variancia N
Passagem Seriada 92,46333 205,12903
Planejamento Experimental 122,84667 161,49843 3
Adicdo de Hormonio 154,79667 286,07743 3
Adicéo de Colesterol 73,97667 77,27303 3
F.=20,67364 ,=R,9968 x 1¢

As médias sao significativamente diferentes com €8%ivel de confianca
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Com base nos resultados obtidos dos experimerferemées a passagem seriada, ao
planejamento experimental, a adicdo somente dedmone a adicdo somente de colesterol
foram plotados os gréaficos da producédo especifiga@ucao volumétrica de OB durante os

processos de infeccéo, (Figuras 4.13 e 4.14 regasnte).
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Figura 4.13. Producéo especifica de OB dos difesegxperimentos.
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Figura 4.14. Producéo volumétrica de OB dos diteeaxperimentos.
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Observou-se que a producédo especifica de OB faietife em todos os experimentos,
(Tabela 4.6). A maior producdo especifica foi obada quando adicionado somente
horménio 20HE ao meio de cultivo atingindo producho 154,8 OB/Célula. A producao
volumétrica com adicdo somente de 20HE também &omndo que os demais experimentos
realizados (1,83xF00B/mL), indicando a melhor estratégia para o aumee producdo de
OB, minimizando, assim, o efeito passagem duramassagem seriada, favorecendo uma

futura ampliacéo de escala de producao do biocidatspodoptera.
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Capitulo 5. Conclusdo

5. Conclusao

A infeccéo inicial realizada com o ODV do SfMNPV &atisfatoria. Apos 10 dias de
infeccdo, obteve-se uma producdo de 6,71XAB/mL e 92,28 OB/célula. Este resultado
mostra a viabilidade de producdo dos OB utilizamdsistema de cultivaon vitro do
bioinseticida spodoptera (isolado 18), podendo &amBer utilizado como base para novos
cultivos de células de inseto.

Observou-se que, através do sistema utilizado nestiedo, o horménio 20HE
influencia positivamente e o colesterol negativaimaras concentracdes estudadas (2 a 6
ug/mL e 10 a 3Qug/mL para o hormdnio e colesterol, respectivamenge)producédo de
corpos de oclusdo (OB). Com o planejamento expetahefatorial Z foi possivel um
aumento de 92 para 128 OB/célula mostrando quesgiyed diminuir o efeito do acumulo
de mutantes FP que tem como principal caractaisticapido declinio na producao de
corpos de oclusdo. Observou-se a existéncia deregi@ 6tima para a producdo de OB
onde se encontra uma faixa de concentragdo deterole8 a 10pug/mL), e concentracdo de
horménio (5 a 6,5ug/mL), bem representados naaeggéimelha nos graficos de superficie
de resposta.

Um aumento ainda mais expressivo foi obtido quasainente o horménio 20HE foi
adicionado (6 pg/mL) obtendo-se uma producdo de& 1@ OB/mL e 182,9 OB/célula, para
a producdo volumétrica e especifica de OB, resmguognte, confirmando a influéncia

positiva da adicdo de hormonio.

Graciana Clécia Dantas, julho/2010

60



Referéncias

bibliograficas




Referéncias bibliograficas

Referéncias bibliograficas

ADAMCZYK, J. J.; HOLLOWAY, J. W.; LEONARD, B. R.; BAVES, J. B. Susceptibility of
fall armyworm collected from different plant hostsselected insecticides and transgenic Bt
cotton.Journal of Cotton Science Bossier, v. 1, p. 21-28, 1997.

AGUDELO, F.; ROMANO, M.; WASSINK, H.; UZCATEGUI, RC. Una poliedrosis de
Spodoptera frugiperda en Venezudlarrialba, v.33, n.3, p.219-222, 1983.

ALMEIDA, A. F. Avaliacéo preliminar da viabilidade de producéo vitro de um isolado
brasileiro de baculovirus Spodoptera frugiperda MRP2005. 110f. Dissertacdo de
Mestrado. Departamento de Engenharia Quimica. Bidexde Federal do Rio Grande do
Norte.

ALMEIDA, A. F. Estratégias de Producdo in vitro de BioinseticidaaV Influéncias do
Isolado, da Cinética e do Modo de Operagd010. 133f. Tese de Doutorado. Departamento
de Engenharia Quimica. Universidade Federal dd3Ramde do Norte. Natal. Brasil.

ALMEIDA, A. F.; MACEDO, G. R.; CHAN, L. C. L.; PEDRII, M. R. S. Kinetic Analysis of
in vitro Production of Wild-TypeSpodoptera frugiperddNucleopolyhedrovirusBrazilian
Archives Biotechnology and Technology. 53, p. 285-291, 2010.

ALVES, S. B.; ZUCCHI, R. A.; VENDRAMIM, J. D. Pragado milho, arroz, trigo e sorgo.
In: CURSO de entomologia aplicada a agricultureadttaba: FEALQ, p. 273-310, 1992.

AUGUSTO, E. F. P.; BARRAL, M. F.; PICCOLI, R. A. MModelos de crescimento e

formacédo de produtos no cultivo de células animaisMoraes, A. M.; Augusto, E. F. P,;

Graciana Clécia Dantas, julho/2010

62



Referéncias bibliograficas

Castilho, L. R.Tecnologia do Cultivo de Células Animais de Biofécos a Terapia Génica
Sé&o Paulo: Roca, 2007, p.170-215.

BARRETO, M. R.; GUIMARAES, C. T.; TEIXEIRA, F. FPAIVA, E.; VALICENTE, F. H.
Effect of baculovirus spodoptera isolatespodoptera frugiperdd). E. Smith) (Lepdoptera:
Noctuidae) larvae and their characterization by RAReutropical Entomology, v. 34, n. 1,
p. 067-075, 2005.

BARROS NETO, B.; SCARMINIO, I. S.; BRUNS, R. E. Corfazer experimentos: pesquisa
e desenvolvimento na ciéncia e na industria. 3%ediCampinas, SP: Editora da UNICAMP,
2007.

BEAMES, B.; SUMMERS, M. D. Location and nucleotidequence of the 25K protein
missing from baculovirus few polyhedra (FP) mutaWisology, San Diego, CA, v. 168, p.
344-353, 1989.

BEAMES, B.; SUMMERS; M. D. Comparisons of host cBINA insertions and altered
transcription at the site of insertions in few gwgra baculovirus mutant¥irology, San
Diego, CA, v. 162, p. 206-220, 1988.

BELLONCIK, S. A.; AKOURY, W. E.; CHEROUTRE, M. Imptance of cholesterol for
nuclear polyhedrosis virus (NPV) replication inlaailtures adapted to serum-free medium.

Virology Research Center p. 141, 1997.

BERRETTA, M. F; RIOS, M. L; DE CAP, A. S. Charagition of a nuclear polyhedrosis
virus of Spodoptera frugiperd&com Argentina Journal of Invertebrate Pathology,v.71, p.
280-282, 1998.

BERTELS, A. Estudos da umidade sobre a dinamictiutieacéo de lepidopteros, pragas do
milho. Pesquisa Agropecuaria BrasileiraBrasilia, v. 5, n. 1, p. 67-79, 1970.

Graciana Clécia Dantas, julho/2010

63



Referéncias bibliograficas

BILIMORIA, S. L. The biology of nuclear polyhedrasviruses. In: KURSTAK, E. (Ed.).
Viruses of invertebrates New York: Marcel Dekker, p.1-72, 1991.

BISCHOFF, D.; SLAVICEK, J. M. Phenotypic and gene#inalysis ofLymantria dispar
nucleopolyhedrovirus few polyhedral mutants: motadi in the 25K FP gene may be caused
by DNA replication errorsJournal of Virology, v. 71, n.2, p. 1097-1106, 1997.

BLACK, B. C.; BRENNAN, L. A.; DIERKS, P. M.; GARD]. E. Commercialization of
baculoviral insecticides. EnT.he Baculovirusesp. 341-387. Editado por L. K. Miller. New
York: Plenum Press, 1997.

BLISSARD, G. W. Baculovirus - insect cell interamts. Cytotechnology, v.20, p.73-93,
1996.

BUSATO, G. R.; GRUTZMACHER, A. D.; GARCIA, M. S.;IGLO, F. P.; MARTINS, A. F.
Consumo e utilizacdo de alimento ppodoptera frugiperd4¢J. E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae) originaria de diferentes regides do &ande do Sul, das culturas do milho e do

arroz irrigadoNeotropical Entomology, Londrina, v. 31, n. 4, p. 525-529, 2002.

BUSATO, G. R.; GRUTZMACHER. A. D.; OLIVEIRA, A. CZIMMER, P. D.; KOPP, M.
M.; VIEIRA, E. A.; MALONE, G. Caracterizacdo gensi de populacdes depodoptera
frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) proeates das culturas do arroz
irrigado e milho no Rio Grande do Sul através dait& de AFLP. In: CONGRESSO
BRASILEIRO DE ARROZ IRRIGADO, 3.; REUNIAO DA CULTUR DO ARROZ
IRRIGADO, 25., 2003, Balneario Camburit, S&hais. Itajai: EPAGRI, 2003, p. 377-379.

BUSATO, G. R.; GRUTZMACHER, A. D.; OLIVEIRA, A. CYIEIRA, E. A.; ZIMMER, P.
D.; KOPP, M. M.; BANDEIRA, J. M.; RODRIGUES, T. Rnélise da estrutura e diversidade
molecular de populacdes d8podoptera frugiperda(J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera:

Graciana Clécia Dantas, julho/2010
64



Referéncias bibliograficas

Noctuidae) associadas ao milho e arroz no Rio Gratal Sul.Neotropical Entomology,
Vacaria, v. 33, n. 6, p. 709-716, 2004.

CALADO, V.; MONTGOMERY, D. C. Planejamento de exjpeentos usando &tatistica.
Rio de Janeiro: E-Papers Servicos Editoriais, 2003.

CARINHAS, N.; BERNAL. V.; YOKOMIZO, A. Y.; CARRONDQM. J. T.; OLIVEIRA, R.;
ALVES, P. M. Baculovirus production for gene thgrafhe role of cell density, multiplicity
of infection and medium exchang&ppp Microbiol Biotechnol, v.81, p. 1041-1049, 2009.

CASTRO, M. E. B.; SOUZA, M. L.; BILIMORIA, S. L. Hst-specific transcription of
nucleopolyhedrovirus gene homologues in productmed abortiveAnticarsia gemmatalis
MNPV infections.Arch Virol , v. 144, n.6, p. 1111-1121, 1999.

CASTRO, M. E. B.; RIBEIRO, Z. M. A.; SOUZA, M. Lnfectivity of Anticarsia gemmatalis
nucleopolyhedrovirus to different insect cell lind&orphology, viral production, and protein
synthesisBiological Control, v. 36, p.299-304, 2006.

CHAKRABORTY, S.; REID, S. Serial passage of &lelicoverpa armigera
nucleopolyhedrovirus itdelicoverpa zeaell cultures.Journal of Invertebrate Pathology,
v.73, n.3, p.303-308, 1999.

CHAN, L. C. L.; GREENFIELD, P. F.; REID, S. Optinmg fed-batch production of
recombinant proteins using the baculovirus expoessiector systemBiotechnology and
Bioengineering,v. 59, n.2, p. 178-188, 1998.

CHAN, L. C. L.; YOUNG, P. R.; BLETCHLY, C.; REID, .Sroduction of the baculovirus-
expressed dengue virus glycoprotein NS1 can beowepr dramatically with optimised
regimes for fed-batch cultures and the additiontled insect moulting hormone, 20-
Hydroxyecdysonelournal of Virology Methods, v. 105, p. 87-98, 2002.

Graciana Clécia Dantas, julho/2010

65



Referéncias bibliograficas

CHAPMAN, R. F. The insect structure and functioiNew York: American Elsevier
Publishing Company, p.132-141, 1998.

CHEN, X.; IJKEL, W. F. J.; TARCHINI, R. The sequenof theHelicoverpa armigeraingle
nucleocapsid nucleopolyhedrovirus genodwurnal Gen. Virol . V. 82, p. 241-257, 2001.

CHERNOMORDIK, L.; LEIKINA, E.; CHO, M. S.; ZIMMERBRG, J. Control of
baculovirus gp64-induced syncytium formation by rbeame lipid compositionJournal of
Virology, v.69, p.3049-3058, 1995.

CONAB (Companhia Nacional de Abastecimenfmompanhamento de safra brasileira
graos, sexto levantamento, 42 p, mar¢o/2010 — lexasi 2010.
http://www.conab.gov.br/conabweb/download/safraatgr 07.01.10.pdf. Acesso em
30.06.10

CRUZ, I. A lagarta-do-cartucho na cultura do mills&te Lagoas: Embrapa CNPMS, 1995.
45p.

CRUZ, 1.; MONTEIRO, M. A. R. Controle Biolégico dkgarta do cartucho do milho,
Spodoptera frugiperdautilizando o parasitéide de ovo$richogrammapretiosum Sete
Lagoas: EMBRAPA/CNPMS, 2004. 4 pCdmunicadoTécnica 98).

DINAN, L. Phytoecdysteroids: biological aspedfytochemistry,v. 57, p.325-339, 2001.
ELAM, P.; VAIL, P. V.; SCHREIBER, F. Infectivity ofAutographa californica nuclear

polyhedrosis virus extracted with digestive fluids Heliothis zea, Estigmene acrea, and
carbonate solutiong, Invertebr. Pathol. 55: p. 278-283, 1990.

Graciana Clécia Dantas, julho/2010

66



Referéncias bibliograficas

EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIACultivo do milho. 3 2 ed.
Sete Lagoas: EMBRAPA, CNPMS, 2007 (Sistemas de Wgdm 2). Disponivel em:
<http://www.cnpms.embrapa.br/publicacoes/milho/mbdam>. Acesso em 17 maio 2010.

ESCRIBANO, A.; WILLIAMS, T.; GOULSON, D.; CAVE, RD.; CHAPMAN, J. W,
CABALLERO, P. Selection of a nucleopolyhedrovirias control of Spodoptera frugiperda
(LepidopteraiNoctuidae): structural, genetic, and biological pamison of four isolates from

the AmericasJournal of Economic Entomology v. 92, p. 1079-1085, 1999.

FEDERICI, B. A. A Perspective on Pathogens as Bjiclal Control Agents for Insect Pests.
In Handbook of Biological Control; Fisher et al (eds.); Academic Press: San Diedq,C
517-550. 1999.

FILLIPOVA, V. N.; ZORINYANTS, S. E.; VOLONDINA, S.O.; SMOLENSKAYA, I. N.
Cell cultures of ecdysteroid-containidguda reptansandSerratula coronatgplants.Russian
Journal of Plant Physiology v.50, p.501-508, 2003.

FRANCKI, R. I. B; FAUQUET, C. M; KNUDSON, D. L; BR@/N, F. Classification and
nomenclature of viruses: fifth report of the int@tinnal committee on taxonomy of viruses.
Arch. Virol . v. 2, p. 117-23, 1991.

FRASER, M. J.; BRUSCA, J. S.; SMITH, G. E.; SUMMERS. D. Transposon-mediated
mutagenesis of a baculovirusich Virol . v. 145 p. 356-361, 1985.

FRASER, M. J.; SMITH, G. E.; SUMMERS, M. D. Acquish of host cell DNA sequences
by baculovirues: relationship between host DNA iitises and FP mutants of Autographa
californica and Galleria mellonella nuclear polyresis virus. Journal of Virology,
Washington, D C, v. 47, p. 287-300, 1983.

Graciana Clécia Dantas, julho/2010
67



Referéncias bibliograficas

GALLO, D.; NAKANO, O.; SILVEIRANETO, S.; CARVALHOR. P. L.; BAPTISTA, G. C,;
BERTIFILHO, E.; PARRA, J. R. P.; ZUCCHI, R. A.; AIES, S. B.; VENDRAMIM, J. D.;
MARCHINI, L. C.; LOPES, J. R. S.; OMOTO, C. Entorngla Agricola. Piracicaba:
FEALQ, 920p. 2002.

GASSEN, D. N. Manejo de pragas associadas a cultumrailho. Passo Fundo - RS. Aldeia
Norte, 1996.

GERK, A. O.; KITAJIMA, E. W.; SOUZA, M. L. Identitacdo e caracterizacdo de isolado
brasileiro do virus de poliedrose nuclear da lagda cartucho do milh@&n. Soc. Entomol.
Brasil, v.26, n.3, p.507-515, 1997.

GOTOH, T.; AWA, H.; KIKUCHI, K. I; TAKAHASSHI, S. Epression and in situ processing
of human prorenin to active rennin in baculovimfected Sf-9 insect cell cultures under

several infective condition8iochemical Engineering Journaj v. 43, p.216-220, 2009.

GRIFFITHS, J. B.Scale-up of suspension cells and anchorage-depentierlls. Methods
in Molecular Biology, v. 5, p.49-63, Humariress, CLIFTON, N. J.; POLLARD J. W,
WALKER, J. M. (eds). 1990.

GRUTZMACHER, A. D.; MARTINS, J. F. da S.; CUNHA, 5. da. Insetos-pragas das
culturas do milho e sorgo no agroecossistema deegain: PARFITT, J. M. B. Producéo de
milho e sorgo em varzea. Pelotas, EMBRAPA Climagerado, 2000. p. 87-102.

HARRISON, R. L., SUMMERS, M. D. Mutations in théutographa californica
multinucleocapsid nuclear polyhedrosis virus 25 kidatein gene result in reduced virion
occlusion, altered intranuclear envelopmeamd enhanced virus productiodournal of
General Virology 76, 1451+1459. 1995.

Graciana Clécia Dantas, julho/2010

68



Referéncias bibliograficas

HISS, H. Cinética de processos fermentativos. lohn8dell, W. et al.Biotecnologia
Industrial , S&do Paulo: Edgard Blucher. v. 2, p. 93-122, 2001

HORTON, H. M.; BURAND, J. P. Saturable attachmeitess for polyhedron-derived
baculovirus on insect cells and evidence for eutaydirect membrane fusiodournal of
Virology. 67: 1860-1868, 1993.

JEHLE, J. A.; BLISSARD, G. W.; BONNING, B. C.; CORY. S.; HERNIOU, E. A,
ROHRMANN, G. F; THEILMANN, D. A.; THEIM, S. M.; VIAK, J. M. On the
classification and nomenclature of baculovirusegréposal for revisionThe Arch. Virol .,

v. 151, p. 1257-1266, 2006.

KARIM, F. D.; THUMMEL, C. S. Temporal coordinatioof regulatory gene expression by
the steroid hormone ecdysof&VIBO J., v. 11, P. 4083-4093, 1992.

KING, L. A.; POSSEE, R. DThe baculovirus expression system: a laboratorglguondon;
New York: Chapman & Hall, p. xiv, 229 p, 1992.

KNIPLING, E. F. Regional management of the fall gworm — a realistic approachrtorida
Entomologist, Ottawa, v. 63, n. 4, p. 468-480, 1980.

KNUDSON, D. L.; HARRAP, K. Replication of a nuclepolyhedrosis virus in a continuous
cell culture ofSpodoptera frugiperdanicroscopy study of the sequence of events oVitlus
infection.Journal of Virology, v.17, p.254-268, 1976.

KOGAN. M. Integrate pest management historical,ppeives and contemporary deve
lampmentsAnnual Review Entomology v. 43, p. 243- 270, 1998.

KRELL, P. Passage effect of virus infection in ictseells.Cytotechnology,v. 20, 125-137,
1996.

Graciana Clécia Dantas, julho/2010

69



Referéncias bibliograficas

LUA, L H. Challenges posed byin vitro production of Helicoverpa armigera
nucleopolyhedrovirus biopesticide. Brisbane — Aalgir The University of Queensland,
2000.

LUA, L. H. L.; PEDRINI, M. R. S.; REID, S.; ROBERTS\, A.; TRIBE, D. E. Phenotypic
and genotypic analysis ddelicoverpa armigeranucleopolyhedrovirus serially passaged in
cell culture.Journal General Virology, v.83, n.4, p.945-955, 2002.

LYNN, D. E. Enhanced infectivity of occluded virisrof Gypsy Mothnuclear polyhedrosis
virus for cell culturesJournal of Invertebrate Pathology,v.63, p.268-274, 1994.

LYNN, D. E.; FELDLAUFER, M. F.; LUSBY, W. R. Isolan and identification of 20-
hydroxyecdysone from a Lepidopteran continuousloedl Archive Insect Biochemistry and
Physiology 5: 71-79. 1987.

MARHEINEKE, K.; GRUNEWALD, S.; CHRISTIE, W.; REILA®ER, H. Lipid
composition ofSpodoptera frugiperdd¢Sf9) andTrichoplusia ni(Tn) insect cells used for
baculovirus infectionFEBS Letters 441 1998.

MARTINEZ, S. S.; VAM EMDEM, H. F. Growth disruptigrabnormalities and mortality of
Spodoptera frugiperda(Boisduval) (Lepdoptera: Noctuidae) caused by Awzaditin.
Neotropical Entomology, v. 30, n. 1, p. 113-125, 2001.

MARUNIAK, J. E.; BROWN, S. E.; KUNDSON, D. L. Physal maps of SfMNPV
baculovirus DNA and its genomic variariéology, v. 136, p. 221-234, 1984.

MEGHROUS, J.; MAHMOUND, W.; JACOB, D.; RICK, C.; CQ M.; KAMEN, A. A.
Development of a simple and high-yielding fed-bgbtchcess for the production of influenza
vaccinesVaccine,v.28, p.309-316, 2010.

Graciana Clécia Dantas, julho/2010
70



Referéncias bibliograficas

MILLER, L. K. Introduction to the baculoviruses.: [hhe Baculoviruse€d. 1-6, 1997.

MOSCARDI, F. Assessment of the application of baculses for control of Lepidoptera.
Annual Review of Entomology v. 44, p.257-289, 1999.

MOSCARDI, F.; SOUZA, M. L. Baculovirus para o carlr de pragas: Panacéia ou
realidadeBiotecnologia Ciéncia & Desenvolvimentoy. 24, 22-29, 2002.

MURHAMMER, D. W. Use of viral insecticides for pesbntrol and production in cell
culture.Appl. Biochem. Biotechnol,v. 59(2), p. 199-220, 1996.

NIELSEN, L. K.; SMYTH, G. K.; GREENFIELD, P. F. Hewytometer cell count
distributions: implications of non-poisson behavioBiotechnology Progressv.7, p.560-
563, 1991.

OKONKOWSKI, J.; BALASUBRAMANIAN, U.; SEAMANS, C.; RIES, S.; ZHANG, J.;
SALMON, P.; ROBINSON, D.; CHARTRAIN, M. CholesterdDelivery to NSO Cells:
Challenges and Solutions in Disposable Linear Loangity Polyethylene-Based Bioreactors.

Journal of Bioscience and Bioengineeringgol. 103, n. 1, p. 50-59. 2007.

O'REILLY, D. R.; HAILS, R. S.; KELLY, T. J. The imgct of host developmental status on
baculovirus replicationlournal. Invert. Pathol, v. 72, p. 269-275, 1998.

PALOMARES, L. A.; RAMIREZ, O. T. Challenges for thproduction of virus-like particles
in insect cells:The case of rotavirus-like parsciBiochemical Engineering Journal. 45
p.158-167, 2009.

PARRA, J. R. P. Criacdo de insetos para estudos gaidgenos In: ALVES, S. B. (Org.).
Controle microbiano de insetos com patégenos. @atmPManole,1986. p. 348-376.

Graciana Clécia Dantas, julho/2010
71



Referéncias bibliograficas

PARRA, J. R. P. Criacdo massal de inimigos natudais PARRA, J. R. Pet al (Eds.).
Controle biolégico no Brasil Sdo Paulo: Manole, 2002.p. 143-164.

PARRA, J. R. P; OMOTO, C. Cada vez mais terriv@idtivar, v. 6, n. 59, p. 18-20, 2004.

PASCHKE, J. D.; SUMMERS, M. D. Early events in thdection of arthropod gut by
pathogenic insect viruses. Invertebrate ImmunityEdited by K. Maramorosh & R. E.
Shops. New York: Academic Press. 1975.

PASHLEY, D. P. Host-associated genetic differemdiatin fall armyworm (Lepidoptera:
Noctuidae): a sibling species compleXfnals of the Entomological Society ofAmerica,
College Park, US, v. 79, p. 898-904, 1986.

PASHLEY, D. P. Quantitative genetics, developmemig physiological adaptation in host
strains of fall armywormEvolution, Columbia, v. 42, n. 1, p. 93-102, 1988.

PASHLEY, D. P. Causes of host-associated variatiomsect herbivores: an example from
fall armyworm, In: KIM, K. C.; MCPHERON, B. A. (Eds Evolution of insect pests:
patterns of variation. New York: John Wiley & Sons, p. 351-359, 1993.

PEDIGO, L. P. Entomology and pest management. Nexk:¥acMillan, 646p, 1989.
PEDRINI, M. R. S.; WOLFF, J. L. C.; REID, S. Fastamulation of few polyhedra mutants
during passage of @podoptera frugiperdanulticapsid nucleopolyhedrovirus (Baculoviridae)

in Sf9 cell culturesAnnals of Applied Biology, v.145, p. 107-112, 2004.

PEDRINI, M. R. S.; NIELSEN, L. K.; REID, S.; CHAN,. C. L. Division of Chemical
Engineering, The University of Queensland, St. &uQueensland 4072, Australia005.

Graciana Clécia Dantas, julho/2010
72



Referéncias bibliograficas

PEDRINI, M. R. S.; CHRISTIAN, P.; NIELSEN, L. K,; RD, S.; CHAN, L. C. L.
Importance of virus-medium interactions on the dgidal activity of wild-type Heliothine
nucleopolyhedrovirusesournal of Virological Methods, 136 (1), p.267-272, Sep 2006a.

PEDRINI, M. R. S.; CHRISTIAN, P.; NIELSEN, L. K.; RD, S.; CHAN, L. C. L.
Importance of virus-medium interactions on the dgotal activity of wild-type Heliothine
nucleopolyhedroviruses propagated via suspensgetircell cultureslournal of Virological
Methods136, 267-272. 2006b.

PEDRINI, M. R. S.; MENDONCA, R. Z. Bioinseticida®: Moraes, A. M.; Augusto, E. F. P.;
Castilho, L. R.Tecnologia do Cultivo de Células Animais de Biof@étos a Terapia Génica
Sé&o Paulo: Roca, 2007, p. 451-461.

POTTER, K. N.; FAULKNER, P.; MACKINNON, E. A. Straiselection during serial passage
of Trichoplusia ni nuclear polyhedrosis virdsurnal of Virology, Washington, DC, v. 18, p.
1040-1050, 1976.

QUEIROZ, P. R.; MARTINS, E. S.; LIMA, L. H. C.; MONERAT, R. G. Analise da
variabilidade genética de populacbes das AmérieaSpbdoptera frugiperddJ.E. Smith,
1797) (Lepidoptera: Noctuidae) por meio de marceslonoleculares. Brasilia, DF: Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, 1§Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

Boletim de pesquisadesenvolvimento, 80), 2005.

REZENDE, S. H. M. S.; CASTRO, M. E. B.; SOUZA, M. Accumulation of few-polyhedra
mutants upon serial passageAaiticarsia gemmatalisnultiple nucleopolyhedrovirus in cell
culture.Journal of Invertebrate Pathology. 2008, doi: 10.1016/}.jip.2008.12.002.

RHODES, D. J. Economics of baculovirus - insect pedduction system<ytotechnology,
v. 20, p. 291-297, 1996.

Graciana Clécia Dantas, julho/2010

73



Referéncias bibliograficas

RODAS, V. M.; MARQUES, F. H.; HONDA, M. T.; SOARE®). M.; JORGE, S. A. C;;
ANTONIAZZI, M. M.; MEDUGNO, C.; CASTRO, M. E. B.; BEIRO, B. M.; SOUZA, M.
L.; TOUSO, A.; PEREIRA, C. A. Cell culture derivéeMNPV bioinseticida: biological
constraints and bioprocess issuegtotechnology, v. 48, p. 27-39, 2005.

ROHRMANN, G. F. Nucleopolyhedrovirus. In: A. GrafiofR. G. Webster (Ed.).
Encyclopedia of Virology. New York: Academic Press, v.1, p.146-152, 1999.

SANTOS, B. Avancos na producéo missal de lagaeasnticarsia gemmatalisiubner, 1818
(Lepiddptera: Noctuidae) infestadas com o seu vdeupoliedrose nuclear, em laboratoério e
do bioinseticida & base deste virus. 89f. Tese@ado em Entomologia) — Setor de
Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Par@nétiba, 2003.

SARVARI, M.; CSIKOS, G.; SASS, M.; GAL, P.; SCHUMARR, V. N.; ZAVODSZKY, P.
Ecdysteroids increase the yeld of recombinant prgbeoduced in baculovirus insect cell
expression system. BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESRCH
COMMUNICATIONS. P. 1154-1161.v. 167, n.3. 1990.

SAVCHENKO, T.; WHITING, P.; SARKER, S. D.; DINAN, .LDistribution and identity of
phytoecdysteroids infGomphrena spp (Amaranthaceae)Biochemical Systematics And
Ecology.26(3): 337-346, 1998.

SAXEMA, R. C. Inseticides from neem, p. 110-129JInT. Arnason; B. J. R. Philogene; P.
Morand (Ed) Inseticides of Plant origin. Washingtédmmericas chemical society 213 p.
1989.

SCHMIDT, F. G. V.; MONNERAT, R.; BORGES, M.; CARVAIO, R. Criagdo de insetos
para avaliacdo de agentes entomopatogénicos e cgémioos. Brasilia,DF: Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, 2001. (EmbReg@ursosGenéticos e Biotecnologia.

Circular técnica, 11).

Graciana Clécia Dantas, julho/2010
74



Referéncias bibliograficas

SINGH, P. A general purpose laboratory diet mixtiamerearing insectdnsect Science and
its Application, Oxford, v.4, n. 4, p.357-362, 1983.

SINOGAS, C. Virologia. Textos de apoio e Manualtiod Departamento de Biologia,
Universidade de Evora. 2006-2007.

SLAVICEK, J. M.; MERCER, M. J.; KELLY, M. E.; HAYESPLAZOLLES, N. Isolation of a
baculovirus variant that exibts enhanced polyh@doauction stability during serial passage

in cell culture Journal of Invertebrate Pathology. v. 67, p.153-160, 1996.

SLAVICEK, J. M.; MERCER, M. J.; POHLMAN, D.; KELLYM. E.; BISCHOFF, D. S.
Identification of a novelLymantria dispar nucleopolyhedrovirus mutant that exhibits
abnormal polyhedron formation and virion occlusidaurnal of Invertebrate Pathology;,
V.72, n.1, p.28-37. 1998.

SLAVICEK, J. M.; HAYES-PLAZOLLES, N.; KELLY, M. E.ldentification of aLymantria
dispar nucleopolyhedrovirus isolate that does not accurauiaw-polyhedra mutants during

extended serial passage in cell cult@elogical Control, v. 22, p.159 — 168, 2001.

SOUZA, M. L.; CASTRO, M. E. B.; SIHKER, W.; DALMOIN, C. C.; PEDRINI, M. R. S;;
SILVA, F. R. Caracterizacdo do gene 25K FPAaicarsia gemmataligucleopoliedrovirus.
Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento/Embrapa Besukenéticos e Biotecnologia 44.
Brasilia: 16. p. 2003.

SOUZA, M. L.; CASTRO, M. E. B.; SILHER, W.; RIBEIRQZ. M. A.; MOSCARDI, F.
Caracterizacao de baculovirus utilizados no coatdel pragas: técnicas de caracterizacéo de

virus de insetoBiotecnologia Ciéncias & Desenvolvimentov. 24, 2002.

STRAUSS, A.; FENDRICH, G.; HORISBERGER, M. A,; LIEBANZ, J.; MEYHACK, B.;
SCHLAEPPI, JM.; SCHMITZ, R. Improved expressionkmfiases in Baculovirus-infected

Graciana Clécia Dantas, julho/2010
75



Referéncias bibliograficas

insect cells upon addition of specific kinase intioits to the culture helpful for structural

studiesProtein Expression and Purification v.56, p.167-176, 2007.

THEILMANN, D. A.; BLISSARD, G. W.; BONNING, B.; JEHE, J.; O'REILLY, D. R;
ROHRMANN, G. F.; THIEM, S.; VLAK, J. M. Family Badaviridae. In: Virus Taxonomy:
Eight Report of the International Committee on Texmy of Viruses (Fauquet, C. M.;
MAYO, M. A.; MANILOFF, J.; DESSELBERGER, U.; BALLL.. A. Ed). 177-185. 2005.

VALICENTE, F. H.; CRUZ, I. Controle biologico da darta-do-cartuchoSpodoptera

frugiperda com o baculovirus. Circular Técnica n° 15, 1991.

VALICENTE, F. H.; PEIXOTO, M. J.; PAIVA, E.; KITAMA, E. W. Identificacdo e
purificacdo de um virus de poliedrose nuclear dgara-de-cartuch8podoptera frugiperda
In: Anais da Sociedade de Entomoldgica Brasilei®8, p. 71-82, 1989.

VALICENTE, F. H.; TUELHER, E. S. Controle Biologicala Lagarta do Cartucho,

Spodoptera frugiperda, com Baculovirus. Circularmii@éa n° 114, 20009.

VOLKMAN, L. E.; SUMMERS, M. D.; HSIEH, C. H. Occlel and nonoccluded nuclear
polyhedrosis virus grown in Trichoplusia ni: comgiare neutralization comparative
infectivity, and in vitro growth studies, Virol. v. 19, p. 820-832, 1976.

VOLKMAN, L. E.; KNUDSON, D. L. In vitro replicatiorof baculoviruses. IiThe Biology of
Baculovirusespp. 109-127. Edited by R. R. Granados & B. A. dfeml. Boca Raton, FL.:
CRC Press. 1986.

WANG, H. G. H.; FRASER, M. J.; CARY, L. C. Transposmutagenesis of baculoviruses:
analysis of TFP3 lepidopteran transposon insertairthe FP locus of nuclear polyhedrosis
viruses. Gene, Amsterdam, v. 81, p. 97-108, 1989.

Graciana Clécia Dantas, julho/2010
76



Referéncias bibliograficas

WEBER, W.; WEBER, E.; GEISSE, S.; MEMMERT, K. Optiation of protein expression
and establishment of the Wave bioreactor for baguls/insect cell cultureCytotechnology.
V. 38, p.77-85, 2002.

WHITFORD, M.; STEWART, S.; KUZIO, J.; FAULKNER, Rdentification and sequence
analysis of gene encoding gp67, an abundant erwefpycoprotein of the baculovirus
Autographa californicanuclear polyhedrosis virudournal of Virology, v. 63, p. 1393-1399,
1989.

WICKHAM, T. J.; DAVIS, T.; GRANADOS, R. R.; HAMMERD. A.; SHULER, M. L.;
WOOD, H. A. Baculovirus defective interfering palis are responsible for variations in
recombinant protein production as a function of tiplitity of infection. Biotechnology
Letters, v.13, p.483-488, 1991.

WING, K. D. RH 5849, A nonsteroidal ecdysone agbreffects on a Drosophila cell line.
Science 241p. 467-469, 1988.

WOLFF, J. L. C.; VALICENTE, F. H.; MARTINS, R.; OMEIRA, J. V. C.; ZANOTTO, P.
M. A. Analysis of the genome of Spodoptera frugig@enucleopolyhedrovirus (STMNPV-19)
and of the high genomic heterogeneity in groupultlaopolyhedroviruses. Journal of General
Virology, Cambridge, v. 89, n. 5, p. 1202-1211, 200

WU, J.; QIAN RUAN, H. Y.; PETETR, L. Evaluation spent medium recycle and nutrient
feeding strategies for recombinant protein produrctn the insect cell-baculovirus process.
Journal of Biotechnology, v.66, p. 109-116, 1998.

Graciana Clécia Dantas, julho/2010
77



Anexos




Anexos

29 o Células n3o infectadas

—O— Células infectadas
101

o
E s- ? 1
<DO ]
—
X 6 - / \;
i)
R
NI
s
n i Q
t_tS D/ \E{
> . -
g " /@ T
s \@
&
04
T T T T T T T T 1
1 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tempo (dia)

Figura A.1 - Curva de crescimento das células Bffectadas e ndo infectadas com o baculovirus
SfMNPV (passagem 1).
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Figura A.2 - Curvas de producéo volumétrica e efipaale OB da infeccédo de células por
SfMNPV (passagem 1).
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Figura B.1 - Curva de crescimento das células Bifettadas e ndo infectadas com o baculovirus
SfMNPV (passagem 2).
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Figura B.2 - Curvas de producédo volumétrica e dipaae OB da infeccdo de células por
SfMNPV (passagem 2).
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Figura C.1 - Curva de crescimento das células fBf2ttadas e ndo infectadas com o baculovirus
SfMNPV (passagem 3).
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Figura C.2 - Curvas de producéo volumétrica e éBpacle OB da infeccao de células por
SfMNPV (passagem 3)
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Figura D.1 - Curva de crescimento das células Bif2ttadas e ndo infectadas com o baculovirus
SfMNPV (passagem 4).
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Figura D.2 - Curvas de producéo volumétrica e défpaade OB da infeccéo de células por
SfMNPV (passagem 4).
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Figura E.1 - Curva de crescimento das células Bf2ttadas e nao infectadas com o baculovirus
SfMNPV (passagem 5).
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Figura E.2 - Curvas de producéo volumétrica e éBpade OB da infeccdo de células por
SfMNPV (passagem 5).
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Anexos

Regr. Coefiicients; Yar:Producaa volumétnica; R-sor=92934; Ady 62330 (Planejamenta - Statistic)
Z70) design: M3 Pure Enor=54450E8

DV: Produgao volumetrica

Regressn StdEm | (1) i B 5%
Factor Coeff. |Pure En CrfLimt | Cnf Lirnt
Mean/ntere., | 42833333 5794610 739153 008604 30794162 116450825
(1)) Hormdnia | 13112500 1904440 1005221 032 3451976 2966075 SRR R
O] Colesteral | 297500 2G0AB 0O10% 052853 0773 #5230 RN RS

I by? MYED R TRBTS 0B e s

Figura F 1 — Coeficientes de regressao para prodwgémétrica gerada pelo prograiatistica
Softwaré& (versdo 7.Q)

Regr. Coeficients; Var.:Producao especifica; R-sq=3900; Ad): 57049 (Plangjamento - Statistic)
27 (240) design; M2 Pure Emor=10 53405

DY. Produco especiica

Regressn | atdEr | t(l) p B 5%
Factor Coeff. | Pure Err CrfLimt | Cnf Limt
Mean/Interc, | BD5716708 055775 627468 0100614 515375 152 9808

([ ] Horminio | 1920000 1 314367 1058226 0059981 3853 4225%
(2)[] Colesteral | 047000 0362671 129522 0418662 41407 50807 B
1 by2 DBR025 0081141 838361 0075579 47112 03507 R

Figura F 2 — Coeficientes de regressao para prodegpdecifica gerada pelo progra8tatistica
Softwaré& (versdo 7.Q)
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Anexos

ANDWA: YarProdugao volumétnica, R-sq= 92934, Ad): 82330 (Flanejamenta - Statistic)
272:0) design; M= Pure Error=54450E8
0% Produgao volumétrica
Factor SS ] M5 ] F [ @ --I
(1)[] Horménio [2 573005E+14) 1 2E73025E+14 527645 0,087034
(2)[ ] Colesteral |9455625E+14] 1|9 455625E+14) 1736570/ 0048217 R !
1 by 2 3,150625E+14 1 3150625E+14 578627 0083214 B e
Lack of Fit 1 1Z2408E+14 1 1122408E+4. 206136 0138014 B
Pure Error 5 A45000E+12] 15 445000E+12
Total 55 1 BBEE13E+15] &

Figura G 1 — ANOVA para produc&o volumétrica gerpel® program&tatistica Softwafe

(verséo 7.0)

ANCWA, Var.Produgdo especifica; R-sgqr= 9906, Adj: 97649 (Planejamento - Statistic)
2712-0) design; MS Pure Error=10 53405
0% Produgan especifica
(1)[] Horménio [ 5008641 1 500864 47,5472 0091685
() ] Colesteral | 20263000 1 2026800 192 4047 0,045515 R
1 by 2 7407384 1 740,334 70,2848 007557 R
Lack of Fit 20489 1 20489 19450 039602 R
Fure Error 10534 1 10534
Total 55 3209071 5

Figura G 2 — ANOVA para producéo especifica gepala programatatistica Softwafe(verséo

7.0).
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )
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