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RESUMO: Dentre as pragas que atacam a cultura do milho no Brasil, destaca-se a 
Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida no estádio 
larval como lagarta-do-cartucho, considerada a praga chave da cultura, alimentando-se da 
planta em todas as suas fases de crescimento, principalmente dos cartuchos de plantas jovens. 
Para seu controle, tem-se empregado inseticidas químicos de amplo espectro, o que tem 
causado efeitos adversos ao homem e ao meio ambiente. Por essa razão, torna-se necessária a 
busca de alternativas mais eficientes, de baixo custo e de fácil utilização, como o uso de 
bioinseticidas, especialmente os baculovírus. Devido à instabilidade genética durante a 
passagem seriada de baculovírus em cultivo de células de inseto, o desenvolvimento da 
produção in vitro de bioinseticidas virais é o maior desafio para a sua produção massal. 
Passagens sucessivas de vírus usando vírus extracelulares (BVs), necessárias para o aumento 
de escala durante a produção de bioinseticida viral, leva ao aparecimento de formas 
aberrantes de vírus, processo conhecido como “efeito de passagem”. A principal consequência 
do efeito passagem é a diminuição da produção de corpos de oclusão (OB), inviabilizando 
economicamente sua produção pelo processo in vitro. Neste trabalho, foi realizada a 
passagem seriada do isolado 18 do baculovírus Spodoptera frugiperda multiple 
nucleopolyhedrovirus em células Sf21. Foi observada uma queda na produção de OB de 170 
para 92 da terceira para quarta passagem. Um planejamento experimental fatorial (22) foi 
empregado para verificar a influência de duas variáveis de entrada, concentração de 
hormônio 20- Hidroxiecdisona (CH) e concentração de colesterol (CC), sobre os valores das 
variáveis de resposta do processo (produção volumétrica e produção específica de OB), 
procurando definir as faixas ótimas de operação para reverter ou minimizar o efeito 
passagem. O resultado deste planejamento indicou influência negativa da adição do 
colesterol e positiva na adição de hormônio, onde as faixas ótimas encontradas para as 
concentrações estudadas foram: 8 a 10µg/mL e 5 a 6,5µg/mL, para as concentrações de 
colesterol e hormônio, respectivamente. Novos experimentos foram realizados com a adição 
individual de hormônio e colesterol com a finalidade de verificar a influência destes 
adjuvantes na produção de OB de forma independente. No planejamento experimental 
obteve-se produção volumétrica de 9,4 x 107 OB/mL e específica de 128,4 OB/célula. 
Quando se adicionou 6 µg/mL de 20-Hidroxiecdisona, as concentrações elevaram-se para 1,9 
x 108 OB/mL e 182,9 OB/célula, indicando que a adição do hormônio melhorou a eficiência 
da produção in vitro de produção de SfMNPV em cultivos de células Sf21. 
 
Palavras chave: Bioinseticida, baculovirus, cultivo de células de inseto, SfMNPV, colesterol, 
20- Hidroxiecdisona. 
 



 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

Among the pests that attack corn crop in Brazil, there is Spodoptera frugiperda (JE Smith, 

1797) (Lepidoptera: Noctuidae), known as fall armyworm, which is the major corn pest. Due 

to genetic instability during serial passage of baculoviruses in insect cell culture, the viral 

bioinseticides in vitro production development is the greatest challenge for mass production 

of this bioproduct. Successive passages of virus using extracellular viruses (BVs), necessary 

during viral bioinseticides production scaling up, leads to the appearance of aberrant forms of 

virus, a process so called as "passage effect ". The main consequence of passage effect is the 

production of occlusion bodies (OB) decrease, preventing its production using in vitro 

process. In this study, it was carried out a serial passage of baculovirus Spodoptera frugiperda 

multiple nucleopolyhedrovirus, isolate 18, using Sf21 cells. A decrease in the production of 

occlusion bodies from 170 to 92 in the third to fourth passage was observed. A factorial 

experimental design (22) was employed to verify the influence of two input variables, 

concentration of the hormone 20 - hydroxyecdysone (CH) and cholesterol (CC) on the values 

of response variables (volumetric and the specific OB production) of the process, seeking to 

define the optimum operating ranges trying to reverse or minimize the passage effect. The 

result indicated a negative influence of the cholesterol addition and positive effect in the 

hormone supplementation which the optimum range found for the concentrations studied 

were 8 to 10µg/mL and 5 to 6.5 mg / mL, for cholesterol and hormone concentrations 

respectively. New experiments were performed with addition of hormone and cholesterol in 

order to check the influence of these additives on the OB production independently. While the 

best result obtained from the factorial experiment was 9.4 x 107 OB/mL and 128.4 specific 

OB/cell, with the addition of only 6µg/mL 20-hydroxyecdysone these concentrations 

increased to 1.9 x 108 OB/mL and 182.9 OB/cell for volumetric and specific OB production, 

respectively. This result confirms that the addition of the hormone 20-hydroxyecdysone 

enhances the SfMNPV in vitro production process performance using Sf21 cells. 

 

Key words: Bioinseticide, baculovirus, insect cells culture, SfMNPV, cholesterol, 20 – 

Hydroxyecdysone. 
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1. Introdução Geral 
 

 O Brasil é um país com grande potencial na produção de grãos, e o milho é a cultura 

mais amplamente difundida e cultivada, pois se adapta aos mais diferentes ecossistemas. Na 

safra 2009/2010, o Brasil produziu 51,38 milhões de toneladas. Neste contexto, a região 

Nordeste foi responsável por 4,92 milhões de toneladas e o Estado do Rio Grande do Norte 

por 45,2 mil toneladas. Assim, devido a esse potencial agrícola tem-se enorme interesse em 

controlar os insetos-praga, considerando que os prejuízos causados por eles custam aos 

produtores de milho em média de 15 a 34% do custo total de produção (CONAB, 2010). 

Apesar da cultura do milho possuir alto potencial produtivo, esta é diretamente afetada pelo 

ataque de pragas desde o plantio até a sua utilização, seja para alimentação humana ou animal 

(Valicente & Tuelher, 2009). Em vista da alta produção nacional e do custo com agrotóxicos, 

é relevante ter investimentos no controle de insetos-praga. 

 Dentre as pragas que atacam a cultura do milho no Brasil, destaca-se a Spodoptera 

frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida no estádio larval como 

lagarta-do-cartucho, uma das mais importantes pragas desta cultura. Nos últimos anos, a 

agressividade da praga vem causando grandes prejuízos para a cultura do milho em várias 

áreas cultivadas, devido ao desequilíbrio biológico, pela eliminação de seus inimigos naturais, 

e também ao aumento da exploração da cultura, que é cultivada em várias regiões brasileiras, 

em duas safras anuais. Dessa maneira, livre dos inimigos naturais e com a disponibilidade de 

alimento durante o ano todo, a praga tem amplas condições de sobrevivência. O inseto 

também ataca e causa danos a várias outras culturas de importância econômica, como 

algodão, arroz, batata, feijão, sorgo, trigo (Cruz & Monteiro, 2004). 

 Este inseto é de difícil controle devido à sua variedade de hospedeiros e sua grande 

capacidade de dispersão durante o período de cultivo (Knipling, 1980). Como alternativa ao 

controle de pragas, diversos bioinseticidas têm sido avaliados por apresentarem baixa 

toxicidade ao homem e animais, eficiência contra várias espécies de pragas (Saxema, 1989) e 

serem compatíveis aos programas de manejo integrado de pragas (MIP) (Martinez & Van 

Endem, 2001). 
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 Dentre os métodos de controle da S. frugiperda, o uso de produtos químicos vem 

sendo reduzido cada vez mais, em virtude de consequências negativas sobre a fauna benéfica, 

a ressurgência de pragas, e sobre a contaminação do ambiente (Gassen, 1996), além de 

ocasionar o desenvolvimento de populações resistentes do inseto, desequilíbrio biológico, 

efeitos prejudiciais ao homem e outros animais, e aliados ao alto custo (Kogan, 1998). 

Portanto, torna-se necessária a busca de alternativas que minimizem os efeitos adversos dos 

inseticidas sintéticos sobre o meio ambiente, que sejam eficientes, de baixo custo e de fácil 

utilização pelos produtores. 

 Visando o controle mais eficiente e específico à S. frugiperda, iniciou-se no Brasil e 

em outros países da América Latina como Argentina, Bolívia e Paraguai estudos utilizando 

baculovírus, vírus da família Baculoviridae, geralmente de alta virulência aos seus 

hospedeiros e restritos aos artrópodes, principalmente da ordem Lepidoptera, como 

bioinseticida viral no controle da população de insetos-praga. O Brasil possui o maior 

programa de utilização de um inseticida biológico no mundo, utilizando o 

nucleopoliedrovirus da lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis (Huebner, 1918) (Lepidoptera: 

Noctuidae). 

 Atualmente o banco de baculovírus conta com 22 isolados amostrados em diversas 

regiões do Brasil. Estes isolados foram estudados, caracterizados e sua eficiência avaliada em 

relação à lagarta-do-cartucho (Barreto et al., 2005). Dentre os isolados mais estudados e 

eficientes no controle desta praga, o isolado 19 já teve seu genoma totalmente sequenciado 

(Wolff et al., 2008). Este sequenciamento é muito importante para se conhecer a estrutura, 

sequência e função de cada gene. 

 A linha de pesquisa atual está voltada para o desenvolvimento de um sistema de 

produção que possibilite a obtenção de um bioinseticida à base do baculovírus que infecta a 

lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (SfMNPV), ou 

baculovírus spodoptera. Vários avanços foram obtidos, mostrando a possibilidade de 

produção em larga escala deste bioinseticida (Valicente & Tuelher, 2009). 

 A aplicação do baculovírus é realizada através de pulverização e a infecção ocorre 

por via oral através das folhas contaminadas pela aplicação do vírus. Todavia, sua produção 

tem sido feita in vivo, utilizando-se lagartas de S. frugiperda mantidas em dieta artificial, o 
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que implica em elevado custo de produção (Black et al., 1997; Moscardi & Souza, 2002). 

Além disso, a lagarta-do-cartucho tem características canibais, o que dificulta ainda mais sua 

produção in vivo. 

 A produção in vitro de baculovírus tem encontrado dificuldades técnicas e 

econômicas que parecem se fundamentar especialmente na instabilidade genética do vírus, 

que dificulta a ampliação da escala de produção (scale up) e na resistência do usuário na 

aceitação de tecnologias comparativamente caras e de longo tempo de maturação. No entanto, 

a produção in vitro tem sido apontada como um dos mais importantes desenvolvimentos a ser 

realizado nos próximos anos, especialmente se considerarmos o desenvolvimento de 

produção de controladores em larga escala. 

 Alguns estudos mostram a influência de substâncias ou componentes na produção de 

corpos de oclusão (OB – occlusion bodies) ou poliedros obtidos em sistemas in vitro de 

produção. Efeitos do colesterol sobre a replicação dos Nucleopolyhedrovirus (NPVs) foram 

estudados visando otimizar a produção in vitro de baculovírus em culturas em suspensão de 

células Sf9 (S. frugiperda). Estes estudos demonstraram que a adição de colesterol permitiu 

corrigir irregularidades morfológicas nas membranas dos OB formados e dos virions oclusos 

nestes OBs observadas na replicação de Galleria mellonella nucleopolyhedrovirus (GmNPV). 

Sendo assim, o colesterol estimula o crescimento celular com a finalidade de se obter uma 

alta concentração de células permitindo a replicação de baculovírus (Belloncik; Akoury; 

Cheroutre, 1997). 

 O crescimento e o desenvolvimento adequados dos insetos dependem da 

concentração de 20-hidroxiecdisona em vários estágios de diferenciação (Chapman, 1998). 

Segundo Chan et al. (2002) a adição do hormônio de inseto, 20-Hidroxiecdisona, proporciona 

um aumento na produção da proteína recombinante, demonstrando um aumento de cinco 

vezes que as culturas em batelada. 

 Neste contexto, propõe-se estudar a adição de colesterol e ecdisona ao meio de 

cultivo durante a produção in vitro do baculovírus S. frugiperda a fim de aumentar a sua 

produtividade e demonstrar a viabilidade do processo in vitro como um processo alternativo 

para a produção em larga escala deste bioinseticida viral. 
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2. Revisão bibliográfica 
 

 

2.1. Baculovírus 

 

 A família de vírus Baculoviridae é conhecida há centenas de anos, compreendendo os 

vírus que infectam artrópodes e habitam ecossistemas aquáticos e terrestres (Miller, 1997), 

constituindo o maior grupo de insetos, principalmente da ordem Lepidoptera (borboletas, 

mariposas), Hymenoptera (marimbondos) e Coleoptera (besouros) (Federici, 1999), além de 

alguns crustáceos . O genoma dos baculovírus é composto por um DNA circular de fita dupla, 

variando de tamanho entre 80 e 180 kbases (Castro; Ribeiro; Souza, 2006) podendo codificar 

de 100 a 200 proteínas, e é envolto por capsídeo protéico em forma de bastonete, constituindo 

a unidade infectiva do vírus (nucleocapsídeo) (Theilmann et al., 2005). 

 O ciclo de vida dos baculovírus é bastante peculiar e se diferencia de outros vírus por 

produzir dois tipos de progênies infecciosas com funções diferentes, mas essenciais para a sua 

propagação natural. A forma oclusa do vírus (ODV - occlusion derived viruses) é responsável 

pela transmissão de inseto para inseto, enquanto a forma não oclusa (BV - budded virus) é 

responsável pela transmissão de célula para célula, em um mesmo indivíduo (infecção 

sistêmica) (Blissard, 1996). 

 O ciclo de infecção do baculovírus se inicia, conforme mostra a Figura 2.1, com a 

ingestão de OB do vírus presentes na superfície das folhas pelo inseto. Estes atingem partes 

da planta hospedeira de insetos, principalmente por meio de chuvas e movimentos de 

artrópodes do solo para as plantas. Ao chegar ao intestino médio do inseto, o vírus é 

submetido a pH alcalino (aproximadamente 11) que dissolve a poliedrina, liberando os virions 

no lúmen digestivo. As partículas infectivas penetram nas células epiteliais do intestino médio 

via fusão de membrana, mediada por receptores específicos (Horton & Burand, 1993). No 

citoplasma, nucleocapsídeos desprovidos de membrana são levados até o núcleo da célula, 

onde se inicia a expressão dos genes virais e a replicação do seu genoma. Após a replicação, 
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novas cópias do genoma viral são encapsuladas no núcleo, dando origem aos novos 

nucleocapsídeos que migram para o citoplasma e deixam a célula pelo processo de 

brotamento. Nesse processo, os nucleocapsídeos tornam-se envelopados ao adquirirem a 

membrana plasmática da célula hospedeira. Os virions resultantes são do tipo extracelular 

(BV) e constituem os principais produtos da primeira etapa do processo de infecção da 

lagarta, chamada de infecção primária. Os BVs são levados até outros tecidos da larva pelo 

sistema traqueal e penetram nas células por endocitose, dando início à infecção secundária, 

disseminando, assim, a infecção de célula para célula do hospedeiro (Pedrini & Mendonça, 

2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.1 Ciclo de infecção de um inseto hospedeiro. (Fonte: Pedrini & Mendonça, 2007). 
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 2.1.1. Taxonomia e estrutura de baculovírus 

 

 Até 1995, a família Baculoviridae era taxonomicamente dividida em duas 

subfamílias: Eubaculovirinae, que incluía os vírus oclusos (NPV- nucleopoliedrovirus e GV - 

granulovirus) e Nudibaculovirinae, os vírus não-oclusos (NOV) (Francki et al., 1991). A partir 

de então, o Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus dividiu a família Baculoviridae com 

base na morfologia do OB em apenas dois gêneros: Nucleopolyhedrovirus, composto pelos 

NPV, e Granulovirus, compreendendo os GV (Murphy et al., 1995). Os nucleopoliedrovírus 

(NPV) possuem corpos de inclusão poliédrica (OB), contendo múltiplas partículas virais, 

enquanto os granulovírus (GV) contêm, em geral, partículas únicas, oclusas em corpos 

proteicos de forma ovoide (Castro; Souza; Bilimoria, 1999). 

 Tem sido apresentada recentemente uma proposta de alteração na classificação da 

família Baculoviridae, gêneros NPV e GV, com base na especificidade do hospedeiro (Jehle et 

al., 2006). Assim, estes autores sugeriram, através de evidências filogenéticas, a divisão da 

família Baculoviridae em quatro gêneros: 

 

Alphabaculovirus – inclui todos os NPV de lepidópteros formadores dos 

fenótipos virais BV e ODV; 

Betabaculovirus – compreende os GV lepidópteros que também formam 

partículas virais durante ciclo de infecção; 

Gammabaculovirus – engloba os NPV específicos de himenópteros que não 

possuem em seus genomas genes correspondentes às proteínas específicas da 

partícula BV; 

Deltabaculovirus – inclui baculovírus de dípteros que não apresenta em seu 

genoma homólogo ao gene poliedrina característico dos demais NPV. 
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2.1.2. Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) e o baculovírus Spodoptera 

frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (SfMNPV) 

 

 A lagarta-do-cartucho, S. frugiperda foi reconhecida pela primeira vez em 1797, na 

Geórgia (EUA) e inicialmente foi classificada como Phalaena frugiperda, passando por 

várias denominações até receber o nome atual de S. frugiperda. Este inseto possui ampla 

distribuição geográfica, ocorrendo desde a região central dos EUA até a Argentina e em 

algumas ilhas a oeste da Índia (Bertels, 1970; Pedigo, 1989). 

 Uma das principais razões para o aumento desta praga e de outras no Brasil têm sido 

as alterações no meio ambiente, provocadas pelo homem, como a expansão de fronteiras e o 

desenvolvimento de novas tecnologias de produção (Parra & Omoto, 2004). 

 A lagarta-do-cartucho é um inseto de metamorfose completa (ovo, lagarta, pupa e 

adulto) (Figura 2.2); os adultos acasalam-se três dias após a emergência e caracterizam-se por 

apresentarem hábitos noturnos. As fêmeas podem colocar de 1000 a 2000 ovos, nos primeiros 

quatro dias após a cópula. Essas posturas são colocadas em camadas e recobertas por 

filamentos brancos, escamas e pêlos (Valicente & Cruz, 1991). As mariposas põem os ovos na 

parte superior das folhas e num total de 150. Após três dias nascem as lagartas que passam a 

alimentar-se, de preferência, das folhas mais novas do milho, raspando-as (Gallo et al., 2002). 

Após completo desenvolvimento, atacam todas as folhas centrais, destruindo-as 

completamente. A duração do período larval é de 12 a 30 dias, findo o qual a lagarta mede 

aproximadamente 50 mm de comprimento (Alves; Zucchi; Vendramim, 1992; Cruz, 1995; 

Schmidt et al., 2001). Sua coloração varia de cinza-escuro 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/lagarta-do-cartucho-spodoptera.html). 

 

 Outro dado importante com relação à descrição de S. frugiperda é a existência de 

raças nas populações desta espécie. Pashley (1986), nos Estados Unidos, identificou a 

existência de duas raças de S. frugiperda que apresentavam diferenças genéticas. Em 2002, no 

Brasil e em especial no estado do Rio Grande do Sul, estudos iniciais evidenciaram a 

possibilidade de existência de duas raças: raça “do milho” (Zea mays) e “do arroz” (Oryza 

sativa), assim classificadas devido aos seus hospedeiros preferenciais (Busato et al., 2002). A 

raça do milho tem como hospedeiros preferenciais milho e algodão, enquanto a raça do arroz 

tem o arroz e outras gramíneas forrageiras como preferenciais (Pashley, 1993). Este fato 

também foi constatado por Busato et al. (2003) que detectaram diferenças fenotípicas e 

genotípicas entre raças provenientes da cultura do milho e do arroz irrigado. 

 Para Pashley (1988), a constatação da existência de raças de S. frugiperda tem 

importância fundamental na concepção da entomologia agrícola, pois pode haver um 

comportamento diferenciado na seleção da planta hospedeira como também na resistência a 

inseticidas (Adamczyk et al., 1997) e no consumo de alimento e, consequentemente, no nível 

de dano econômico para cada cultura. 
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  Alguns estudos estão sendo conduzidos para se propor uma estratégia de manejo 

adequada inclusive na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia por meio de marcadores 

moleculares (Queiroz et al., 2005) e tem se observado que apesar de existirem diferenças 

genéticas, fisiológicas ou até mesmo morfológicas (Busato et al., 2003 e 2004), esta espécie 

não deixa de adaptar-se com facilidade às condições adversas, devido ao seu hábito polífago.

 Ao longo dos últimos anos metodologias para o controle biológico da Spodoptera 

frugiperda pelo SfMNPV foram estabelecidas (Valicente & Cruz, 1991), e estudos de 

caracterização biológica e bioquímica foram conduzidos (Gerk; Kitajima; Souza, 1997). 

 O Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (SfMNPV) foi identificado 

a partir de uma lagarta-do-campo e purificado (Valicente et al., 1989), vários isolados de 

SfMNPV foram identificados a partir de S. frugiperda coletadas em diversas regiões das 

Américas (Maruniak; Brown; Kundson, 1984; Berretta; Rios; De Cap, 1998; Escribano et al., 

1999). Estes isolados geográficos são frequentemente compostos de cepas que diferem em 

seus perfis de restrição enzimática (Pedrini;Wolff; Reid, 2004).  

 Os isolados de baculovírus são divididos em três tipos: Geográficos que são isolados 

identificados em diferentes regiões; Temporais que são isolados retirados em diferentes 

épocas do ano; e Genéticos que são isolados que se diferem entre si pela variabilidade 

genética, recebendo a denominação de variantes ou clones (Souza et al., 2002).  

 A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e Embrapa Soja apresentam uma 

coleção de vírus de insetos. Os vírus da coleção da Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia, conforme a Tabela 2.1, foram, em sua maioria, enviados por instituições de 

pesquisa para identificação dos patógenos, controle de qualidade ou monitoramento da 

estabilidade de bioinseticidas usados em programas de controle biológico (ex. Baculovírus 

anticarsia para o controle da lagarta da soja). Os isolados estão identificados e mantidos, a -

20ºC. Desses, um total de 41 encontram-se caracterizados. Esta coleção tem como 

responsáveis Marlinda Lobo de Souza e Maria Elita Batista de Castro (Circular Técnica 44). 

 A coleção da Embrapa Soja resulta da coleta de material em campo, em diferentes 

regiões do país, ou do recebimento de isolados de outras instituições nacionais e 
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internacionais. Dentre os baculovírus, há um total de 93 isolados, mostrados na Tabela 2.2. 

Responsável pela coleção: Flávio Moscardi (Circular Técnica 44). 

Tabela 2.1 Coleção de isolados de baculovírus da Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia 

Isolados Procedência 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 albicolis NPV Brasil (DF) 01 

Spodoptera frugiperda GV Brasil (MG) 03 

Spodoptera littoralis NPV Reino Unido 01 

Total  61 
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Tabela 2.2. Coleção de isolados de baculovirus da Embrapa Soja, Londrina-PR 

Isolados Procedência No. de Isolados 

Anticarsia gemmatalis NPV 
 

Isolados geográficos e 
temporais 

Outros variantes (lab.) 

Várias regiões do Brasil, Argentina, Uruguai 
 

Obtidos em campos de produção do 
AgMNPV 

 
Obtidos a partir do isolado temporal 1985 

18 
 

17 
 

12 

Alabama argillacea NPV Brasil 1 

Anagrapha falcifera NPV EUA 1 

Autographa californica NPV EUA 2 

Bombyx mori NPV Brasil 2 

Buzura supressaria NPV China 1 
Cydia pomonella GV EUA, Argentina 2 

Diatraea saccharalis GV Brasil 1 
Epinotia aporema GV Brasil, 1 

Erinnyis ello GV Brasil 2 

Helicoverpa armigera NPV China, Indonésia 3 

Helicoverpa zea NPV EUA 1 
Mocis sp. GV Brasil 1 

Perigonia lusca NPV Argentina 1 
Pieris rapae GV EUA 1 

Plutela xylostella GV EUA, Brasil 2 
Pseudaletia sequax NPV Brasil 1 

Pseudaletia unipuncta VG EUA, 1 
Pseudoplusia includens NPV EUA, Brasil 2 

Rachiplusia nu NPV Argentina 1 
Spodoptera eridanea NPV Brasil 1 

Spodoptera frugiperda NPV Brasil, Argentina, Guatemala, EUA 8 
S. frugiperda GV Brasil, Argentina 3 
S. latifascia NPV Brasil 1 

S. litura NPV China, Indonésia 2 
Trichoplusia ni Brasil 1 

Urbanus proteus NPV Brasil 3 
Total  93 
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Barreto et al (2005), estudaram o total de 22 isolados de vírus, conforme Tabela 2.3, 

amostrados em diferentes regiões produtoras de milho no Brasil contra a lagarta, S. frugiperda 

(J. E Smith) e observaram diferenças significativas entre todos os isolados e as concentrações 

de dosagem utilizada para todas as características observadas: percentuais de mortalidade, 

duração do período larval e período pupal, peso de pupa e a concentração letal (CL50). 

Tabela 2.3. Isolados de Baculovírus Spodoptera amostrados em diferentes regiões do Brasil. 

Número do Isolado Local da amostra – Estado 

01 Penha, Local I – PR 

02 Penha, Local II- PR 

03 Melissa, Local I – PR 

04 Melissa, Local II – PR 

05 Cascavel – PR 

06 Cascavel – PR 

07 Marechal Cândido Rondon, Local I – PR 

08 Marechal Cândido Rondon, Local II – PR 

09 Penha, Local I – PR 

10 Penha, Local II – PR 

11 Melissa, Local I – PR 

12 Penha, Local II – PR 

13 Melissa, Local I – PR 

14 Melissa, Local III – PR 

15 Melissa, Local I – 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 Cândido Rondon, Local III – PR 
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2.2. Produção de vírus 

 

 Uma das características exclusivas dos vírus que os diferencia dos restantes dos seres 

vivos reside na sua necessidade de infectar células vivas para se propagarem. O substrato para 

o crescimento do vírus é uma célula hospedeira (Sinogas, 2007). 

 A produção de baculovírus utilizados como bioinseticidas pode ser realizada em dois 

sistemas distintos. 

 

 

2.2.1. Sistema de produção in vivo de Baculovírus 

 

 Tradicionalmente, a produção de baculovírus é feita na própria lagarta seguindo 

exatamente o ciclo natural do vírus (King & Possee, 1992). Os insetos podem ser criados em 

laboratório e alimentados com dieta artificial o que resulta num custo final elevado (Moscardi 

& Souza, 2002). Em geral esse processo é trabalhoso e depende da presença do inseto na 

lavoura. Apesar da possível criação de insetos em condições de laboratório, isso não é 

aplicável a todas as espécies dependendo de fatores como seu próprio ciclo de vida e do 

estabelecimento de dieta artificial para a colônia (EMBRAPA, 2007). 

 Segundo Singh (1983) e Parra (2002), uma dieta artificial ideal para a criação massal 

de insetos deve fornecer todos os nutrientes para a produção de insetos comparáveis ao da 

natureza; propiciar alta viabilidade larval; dar origem a adultos com alta capacidade 

reprodutiva além de manter a qualidade do inseto ao longo das gerações, sem perder a 

fecundidade. 

 Santos (2003) e Parra (1986), criaram lagartas de Anticarsia gemmatalis (Hübner 

1818) (Lep.: Noctuidae) em laboratório e em dieta artificial, infectadas com seu vírus de 

poliedrose nuclear, cujo objetivo era a produção de bioinseticida. 

 No Brasil, o bioinseticida baculovírus anticarsia (AgMNPV) é usado para o controle 

da lagarta da soja (Anticarsia gemmatalis). Este é atualmente o maior exemplo mundial de 

uso de um inseticida viral (Moscardi, 1999). Além disso, representa um modelo importante de 
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substituição de agrotóxicos, que são altamente prejudiciais ao meio ambiente, por um controle 

ambientalmente correto. A produção do baculovírus anticarsia é conduzida in vivo em lagartas 

infectadas nas lavouras e depois levadas ao laboratório para purificação e formulação viral 

(Castro; Souza; Bilimoria, 1999). Entretanto esse processo só pode ser conduzido durante 

poucos meses do ano, durante a plantação de soja. Desta forma, a produção de baculovírus em 

larga escala, usando cultura de células poderá aumentar a oferta de vírus, pois a produção 

atual não chega a suprir 10% da área plantada no país e, além disso, as companhias 

produtoras de vírus não conseguem atender à demanda pelo produto (EMBRAPA, 2007). 

 

 

2.2.2. Cultivo de células animais 

 

O cultivo de células animais tem sido muito utilizado para a obtenção de uma grande 

variedade de produtos como vacinas (virais e recombinantes), proteínas e anticorpos 

terapêuticos (Chan et al., 2002; Strauss et al., 2007; Gotoh et al., 2009), e terapia gênica 

(Carinhas et al., 2009) destinados à investigação, diagnósticos, uso terapêutico e também 

controle biológico na agricultura (Valicente & Cruz, 1991; Moscardi & Souza, 2002; Pedrini; 

Wolff; Reid., 2004; Pedrini et al., 2005; Rodas et al., 2005; Castro; Ribeiro; Souza, 2006; 

Almeida et al., 2010). As tecnologias para a preparação de produtos virais vêm sendo 

desenvolvidas, há alguns anos, com bastante sucesso. Diferentes sistemas de cultivos, 

principalmente em suspensão, têm-se mostrado de grande eficiência para a preparação de 

produtos virais (Strauss et al., 2007; Gotoh et al., 2009). Os sistemas em suspensão 

caracterizam-se pelas células crescerem livremente no meio de cultura, sem a necessidade de 

suporte para o crescimento e mantidas por sistemas adequados de agitação e em ambiente 

favorável. No entanto, cultivos com células animais requerem vários cuidados especiais 

devido à sua fragilidade física e metabólica, além de baixa velocidade de crescimento (Hiss, 

2001; Augusto; Barral; Piccoli, 2007). Dessa forma, o desenvolvimento de processos para 

obtenção de alta concentração celular é fundamental para a viabilidade econômica de 

produtos sintetizados por células animais. 
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2.2.3. Sistema de produção in vitro de Baculovírus 

 

 A produção in vitro de baculovírus em cultivo de células é realizada normalmente 

com o vírus extracelular da hemolinfa de insetos infectados ou do sobrenadante das células 

infectadas através da liberação das partículas virais dos OBs produzidos (Chan; Greenfield; 

Reid, 1998). 

O processo de infecção começa logo após a entrada da partícula viral na célula. A 

Figura 2.3 ilustra as etapas seguintes à entrada do vírus na célula. A primeira etapa pode 

ocorrer dentro de três horas pós-infecção, para a descapsidação do vírus (Knudson & Harrap, 

1976). É a chamada fase precoce da infecção, que antecede a replicação do DNA viral. A 

GP64, glicoproteína mediadora no processo de penetração do vírus na célula, promove a 

fusão da membrana endossomal com o envelope viral, liberando nucleocapsídeos no 

citoplasma da célula hospedeira. A presença do BV no citoplasma dispara o mecanismo 

celular de polimerização de fibras de actina, formando cabos que se associam aos 

nucleocapsídeos. 

 A próxima fase de infecção, a fase tardia, compreende o período de 6 a 24 horas após 

a infecção, quando uma estrutura elétron-densa (estroma virogênico) é formada e ocorre 

intensa produção de BV e replicação de DNA viral (Bilimoria, 1991). Os nucleocapsídeos, 

com peplômeros, migram do núcleo até a membrana citoplasmática, de onde brotam 

individualmente (Whitford et al., 1989) e a partir da 24a hora pós-infecção é possível observar 

a presença de OBs no núcleo da célula infectada. 
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Figura 2.3. Ciclo da multiplicação in vitro de baculovírus (Rohrmann, 1999). 

 

 Avanços têm sido feitos na produção in vitro de baculovírus ao longo dos últimos 

anos, e isso oferece melhor perspectiva para a produção de bioinseticidas (Chen; Ijkel; 

Tarchini, 2001; Moscardi, 1999). Devido a estes avanços na área de cultivo celular, a 

produção de baculovírus em células de insetos pode ser feita em diferentes escalas desde 

cultura estática, spinners e biorreatores (Griffiths, 1990; Weber et al., 2002). Essas células 

podem ser infectadas na forma extracelular de baculovírus, o que resulta na produção da 

forma oclusa (OBs), que pode então ser utilizada como inseticida biológico para combate ao 

inseto-praga (Grützmacher; Martins; Cunha, 2000). 

 Contudo, a produção de baculovírus em cultivos celulares oferece vantagens em 

relação à multiplicação in vivo por ser um sistema controlável, estéril, com alta pureza do 

produto e por dispor de centenas de linhagens de células de inseto estabelecidas. No entanto, 

sucessivas passagens do vírus em cultivo de células podem resultar em alterações genéticas 

levando à perda de virulência. A alteração mais comum refere-se à formação de mutantes FP 

(Few Polyhedra) e de partículas interferentes defectivas (DIPs). Os mutantes FP são 

caracterizados pela formação de poucos OBs no núcleo da célula infectada (Bischoff & 

Slavicek, 1997; Chakraborty & Reid, 1999; Pedrini; Wolff; Reid, 2004) enquanto as 
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partículas interferentes defectivas caracterizam-se pela geração de partículas virais com 

grandes perdas de seu genoma (Souza et al., 2003; Pedrini et al., 2005). Esses mutantes, FP e 

DIPs, levam à diminuição da produção de OBs (Souza et al., 2003; Almeida, 2005; Pedrini et 

al., 2005). A geração destes mutantes durante as passagens do cultivo de células pode 

comprometer o sistema in vitro para produção de baculovírus em larga escala. 

 Com relação aos avanços da tecnologia de cultivo de células de insetos e análise 

ultra-estrutural por microscopia eletrônica, atualmente é possível um estudo mais detalhado 

do processo de infecção in vitro e o desenvolvimento de uma série de investigações sobre os 

mecanismos moleculares envolvidos na replicação dos baculovírus (Castro; Souza; Bilimoria, 

1999). 

 A maior parte dos estudos de produção in vitro é realizada em cultivo de células 

aderentes em placas ou frascos. As células formam uma camada simples (monocamada) em 

uma superfície disponível para o seu crescimento até atingir a confluência (Invitrogen, 2002). 

A utilização deste método dificulta a obtenção de dados quantitativos que possam ser 

utilizados no aumento de escala. Além disso, devido à relação entre número de células 

necessárias para a produção em massa e a superfície necessária para o crescimento destas 

células, torna este processo inviável economicamente para produção in vitro de bioprodutos 

utilizando células de inseto (Wu; Qian Ruan; Petetr, 1998). 

O sistema ideal é o sistema de células em suspensão utilizando biorreatores. Os 

sistemas em suspensão caracterizam-se pelas células crescerem livremente no meio de 

cultura, sem a necessidade de suporte para o crescimento e mantidas por sistemas adequados 

de agitação e em ambiente favorável. Porém, poucos estudos têm sido realizados nesta 

modalidade de cultivo de células de inseto, utilizando técnicas de engenharia de processo, 

procurando tentar solucionar alguns dos problemas inerentes à replicação viral no sentido de 

otimizar o processo. 

O processo de cultivo de células em suspensão descontínuo simples ou de batelada é a 

principal forma de condução dos processos estudados visando à produção de bioinseticidas 

virais (Rhodes, 1996; Murhammer, 1996; Pedrini; Wolff; Reid, 2004; Pedrini et al 2005, 

2006a, 2006b; Lua, 2000; Slavicek; Hayes-Plazolle; Kelly, 2001). O aumento de escala é, 
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geralmente, realizado através de um número de processos de batelada sucessivos para 

aumento de concentração de inóculo viral (Rhodes, 1996; Almeida, 2010) (Figura 2.4). Os 

processos são realizados com infecções sincrônicas, ou seja, as células são infectadas de 

forma uniforme, possui inóculo com alto título viral. Em paralelo, outro processo é utilizado 

para a produção de células (Figura 2.4). Os processos descontínuos ou bateladas repetidas são 

denominados como passagens sucessivas em cultivo de células. Este processo é semelhante 

ao processo conhecido pelos profissionais de engenharia bioquímica como processos semi-

contínuos com corte. O corte é feito através da separação das células e do sobrenadante, 

sendo este último utilizado como inóculo em uma nova batelada. 

 

 

Figura 2.4. Processo de produção em batelada (Fonte: Rhodes, 1996). 

 

 Estudos para a viabilidade da produção de baculovírus in vitro foram iniciados pela 

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia em Brasília, DF, em parceria com a 

Universidade do Rio Grande do Norte, em Natal, RN. Estratégias foram estabelecidas para a 

produção do baculovírus anticarsia (Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus) 
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(Rezende,2008; Almeida, 2010) e do baculovírus spodoptera (Spodoptera frugiperda multiple 

nucleopolyhedrovirus) em cultura de células (Almeida, 2005). 

 A produção in vitro do baculovírus SfMNPV a partir do isolado 18 utilizando o 

sistema de produção em batelada em linhagem de células de inseto Sf9 adaptadas ao meio 

HyClone (HyQ SFX-InsectTM) com adição de soro fetal bovino (SFB) foi estudada por 

Almeida (2005). Foram testadas as células Sf9 e Sf21 com relação à produção de OBs. Em 

seus estudos, Almeida (2005) verificou em testes preliminares de infecção que 100% das 

células foram infectadas após 72 h.p.i constatando uma potencial viabilidade de produção in 

vitro do vírus SfMNPV em cultivo em suspensão, a partir do isolado 18. Decorridos 10 dias 

de cultivo, foi observado uma produção volumétrica de 2,5x108 OB/mL correspondente a 110 

OB/célula. O efeito durante a passagem seriada do SfMNPV (Isolado 18) em linhagem de 

células Sf9, a produção de OB em diferentes concentrações de SFB, parâmetros cinéticos 

estimados para o cultivo com células Sf9 e Sf21 como as velocidades específicas máximas de 

crescimento celular para as duas linhagens também foram mostrados neste estudo. 

 Segundo Almeida (2005), as células Sf9 produziram 2 vezes mais OB/mL de 

suspensão e 1,3 vezes mais OB/célula que as células Sf21. Houve uma redução no número de 

OB produzidos durante sete passagens do baculovírus. A comparação da produção de OB de 

SfMNPV em meio HyClone (HyQ SFX-InsectTM) com concentração de 5 e 2,5% SFB obteve 

resposta contrária à alguns estudos dos sistemas de produção in vitro de baculovírus já 

estudados em relação à adição de SFM (Chakraborty & Reid, 1999), onde a adição de 5% de 

SFB resultou em melhores resultados do que quando foram adicionados 2,5% de SFB no 

meio de cultivo. A melhor produção de OB pela linhagem Sf9 foi verificada pelas velocidades 

máximas específicas de produção: µpmáx. 

 

 

2.3. Efeito Passagem 

 

 Com a crescente utilização dos baculovírus como alternativa aos inseticidas 

químicos, limitações têm surgido quando se objetiva desenvolver sua produção, 
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principalmente, em sistemas in vitro. Um dos obstáculos da produção in vitro de baculovírus 

em larga escala é o acúmulo de alterações em seu genoma, através de ciclos de replicação em 

culturas de células ou em biorreatores, chamado de efeito passagem (Krell, 1996). Ou seja, 

sucessivas passagens do vírus em cultivo de células podem resultar em alterações genéticas 

levando à perda de virulência. As alterações mais comuns, denominadas como “efeito 

passagem”, referem-se à formação do fenótipo mutante FP (few polyhedra) e formações de 

partículas interferentes defectivas (DIP). 

Os mutantes FP são caracterizados pela formação de poucos OB no núcleo da célula 

infectada (Chakraborty & Reid, 1999; Pedrini; Wolff; Reid, 2004). Além da redução de OB, 

oclusões que não contêm virions ou com virions de morfologia alterada, envelopamento 

intranuclear dos ODV (occlusion derived viruses) também anormal ou reduzido, aumento da 

liberação de vírus extracelulares (BV- budded virus) e diminuição da porcentagem de células 

que produzem OB caracterizam os mutantes tipo FP (few polyhedra) (Harrison & Summers, 

1995). 

A oclusão viral e a formação das partículas OB constituem um processo complexo que 

envolve vários genes virais, como o da poliedrina, p10, PEP e 25KFP (Slavicek et al., 1998). 

O gene 25K FP é essencial para a formação correta do OB e oclusão dos virions e sua deleção 

é suficiente para a aparição do fenótipo mutante FP (Beames & Summers, 1988 e 1989). As 

mutações FP estão correlacionadas a deleções no genoma viral ou inserções do DNA 

hospedeiro, o que pode ser detectado por digestão com endonucleases de restrição (Beames & 

Summers, 1988; Fraser; Smith; Summers, 1983; Wang; Fraser; Cary, 1989). 

O outro tipo de alteração genética relacionada ao efeito passagem é a produção de 

DIPs. Estas partículas contêm apenas parte do genoma viral e replicam mais rapidamente que 

o vírus padrão. A maioria das partículas defectivas está presente em altas passagens seriadas 

do vírus (Souza et al., 2003). Wickham et al (1991) descreveram partículas interferentes 

defectivas selecionadas durante passagem seriada de uma linhagem recombinante E-2 de 

AgMNPV em três linhagens celulares. Essas partículas foram perdendo grande parte do 

genoma de AgMNPV, e também levam à diminuição da produção de corpos de oclusão 

(Pedrini et al., 2005). 
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 O grau do efeito passagem depende do sistema célula-vírus em questão, mas 

freqüentemente aparece até a décima passagem do vírus em cultura de células (Chakraborty 

& Reid, 1999). Na produção in vitro de baculovírus Spodoptera frugiperda multiple 

nucleopolyhedrovirus (SfMNPV), Pedrini; Wolf; Reid. (2004), observaram a rápida geração 

de fenótipo FP após somente duas passagens do isolado SfMNPV em cultura de células Sf9. 

Almeida (2005) utilizando também um isolado de SfMNPV cultivado em células Sf9, obteve 

uma maior estabilidade deste isolado, visto que a formação de mutantes do tipo FP foi 

identificada após a quarta passagem em células. 

 Pedrini et al. (2006a) atentam à importância da padronização do processo de aumento 

de escala dos bioinseticidas do tipo nucleopoliedrovirus nos primeiros estágios de seu 

desenvolvimento, especialmente quando se faz necessário o uso de meios de cultivo de baixo 

custo aliado à vírus purificados em placa. Estes autores observaram um declínio substancial 

da atividade biológica do vírus purificado em placa Helicoverpa zea NPV (HzSNPV) quando 

houve a troca do meio de cultivo original (Excell 401) para um meio de baixo custo 

desenvolvido por seu grupo de pesquisa (in-house VPM medium). Os autores sugerem ainda 

que vírus geneticamente homogênios (como os purificados em placa) são menos adaptáveis às 

perturbações no meio nutritivo ambiente do que vírus selvagens. No entanto, nos dois casos, a 

mudança do meio durante o processo deve ser evitada. 

 

 

2.4. Colesterol 

 

 O colesterol é um lipídio anfipático presente na membrana plasmática de todas as 

células de animais. Ele aumenta a rigidez da membrana e influencia também a sua 

permeabilidade. 

 As condições nutricionais em que uma linhagem celular é cultivada aumentam ou 

inibem várias etapas de uma replicação de baculovírus. Portanto, a determinação da 

composição ideal de um meio de cultura é necessária. Entre todos os nutrientes adicionados 

ao meio de cultura, os lipídios demonstram desempenhar um papel importante na sua 
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formulação. Esta suplementação lipídica tem como objetivos estimular o crescimento de 

células para obtenção de uma elevada densidade celular e permitir a replicação de 

baculovírus. De acordo com trabalhos anteriores, a replicação de baculovírus ocorre apenas 

quando o meio de cultura é suplementado com lipídios (Chernomordik et al., 1995). 

 Efeitos do colesterol sobre a replicação dos NPVs foram estudados visando otimizar 

a produção in vitro de baculovírus em culturas em suspensão de células Sf9 (Spodoptera 

frugiperda). Estes estudos demonstraram que a adição de colesterol permitiu corrigir 

irregularidades morfológicas nas membranas dos OBs formados e dos virions oclusos nestes 

OBs observadas na replicação do Galleria mellonella nucleopolyhedrovirus (GmNPV). 

Sendo assim, o colesterol estimula o crescimento celular com a finalidade de se obter uma 

alta concentração de células permitindo a replicação de baculovírus (Belloncik; Akoury; 

Cheroutre, 1997). 

 Outros estudos têm abordado o estudo do colesterol na produção viral, como também 

no cultivo de célula animal. Dentre eles pode-se citar: Marheineke et al. (1998) que 

compararam a composição lipídica de duas diferentes linhagens de células de insetos 

comumente usadas como hospedeiros para produção de baculovirus, Spodoptera frugiperda 

(Sf9) e Trichoplusia ni (T. ni). Neste estudo, os autores encontraram concentrações similares 

nas duas linhagens de células estudadas, porém estas possuem uma concentração lipídica 

inferior às encontradas em células de mamíferos. Okonkowski et al. (2007) testaram a 

substituição do colesterol provenientes de fontes animais, tais como soro fetal bovino, por 

colesterol sintético para a produção de células mamíferas de ratos, dependentes de colesterol 

(células NSO) em biorreatores tipo Wave. Enquanto que a produção de células NSO 

dependentes de colesterol em biorreator Wave foi realizada sem problemas quando soro fetal 

foi utilizado ou quando a produção foi realizada utilizando o composto sintético em outro tipo 

de biorreatores (ex. biorreatores cujo tanque é feito de vidro), o crescimento das células foi 

problemático em biorreatores Wave utilizando o colesterol sintético. Os autores atribuem este 

problema a afinidade do colesterol sintético com o filme plástico do biorreator, o qual a 

afinidade é irreversível. Finalmente, o uso de soluções lipídicas, incluindo o colesterol, são 

utilizadas para aumentar a produtividade de proteínas recombinantes utilizando baculovírus 
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com vetor (BEVS- Baculovirus Expression Virus System) como aditivo em processos de 

batelada alimentada (Meghrous et al., 2010, Palomares & Ramírez, 2009). 

 

 

2.5. Ecdisona 

 

 Ecdisona é um pró-hormônio, que é convertido no hormônio ativo 20-

hidroxiecdisona (Chapman, 1998). É um dos hormônios de insetos mais bem caracterizados, 

sendo responsável por regular vários genes que controlam crescimento, metamorfose e 

maturação sexual (Karim & Thummel, 1992). 

 A inativação da ecdisona cessa a metamorfose, mantendo o inseto em estado larval, 

resultando em um aumento da progênie viral, uma vez que este estado apresenta menor 

resistência à infecção viral. Além disso, ecdisteroides em geral, induzem alterações 

metabólicas que diminuem a permissividade da larva à infecção por baculovírus (O'Reilly; 

Hails; Kelly, 1998). 

 O aumento dos níveis deste hormônio leva ao início da muda. Quando a larva entra 

no estágio de muda, ela pára de se alimentar e o fluido de muda, que contém várias enzimas 

proteolíticas necessárias para a mesma, entra no espaço ecdisial. Neste ponto, as células 

epidérmicas entram em uma fase de aumento na síntese de proteínas (expressão do gene) e 

uma nova cutícula é produzida. Um decréscimo na concentração de 20-hidroxiecdisona 

desencadeia uma fase subseqüente, que inclui a ativação das enzimas no fluido de muda, 

digestão da procutícula e reabsorção do fluido de muda. Na seqüência, há mais um 

decréscimo na concentração de 20-hidroxiecdisona e outros hormônios, necessários para 

completar o processo de muda, são liberados, reiniciando-se, então, a alimentação. 

 Portanto, o crescimento e o desenvolvimento adequado dos insetos dependem da 

concentração de 20-hidroxiecdisona em vários estágios de diferenciação. Sugere-se que este 

hormônio esteroidal esteja relacionado com a regulação da expressão genética do genoma do 

inseto. Normalmente, os hormônios interagem com receptores específicos antes de iniciar um 

efeito fisiológico. O ecdiesteroide obriga uma proteína receptora a regular as classes de genes 
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“antes” e “depois”. Os genes “antes” são ativados pelo complexo hormônio/receptor. As 

proteínas produzidas pelos genes “antes” reprimem a transcrição destes genes, ao mesmo 

tempo em que ativam a transcrição dos genes “depois”. Alguns dos produtos dos genes 

“antes” são fatores de transcrição. Os fatores de transcrição são proteínas que podem ligar-se 

a curtas seqüências de nucleotídeos, resultando no início ou regulação da transcrição (Wing, 

1988). 

 O composto 20-hidroxiecdisona (20HE), além de ser considerado o principal agente 

indutor de metamorfose nos insetos (Dinan, 2001), é também o ecdisteróide encontrado em 

maior concentração tanto nas plantas como nos insetos (Dinan, 2001; Savchenko et al., 1998). 

A 20E é encontrada em concentrações variáveis em diversas espécies vegetais, dentre elas o 

milho, espinafre e samambaia (Dinan, 2001; Fillipova et al., 2003). 

 Linhagens de células de inseto desenvolvidas a partir de tecido ovariano (como é o 

caso das linhagens Sf21, Sf9 e T.ni) não produzem 20-Hidroxiecdisona (Lynn; Feldlaufer; 

Lusby, 1987) Porém, como revisado por Lynn; Feldlaufer; Lusby (1987), a exposição de 

ecdsteroides exógenos por células de inseto faz com que estas células sintetizem novas 

proteínas, como também são úteis como fator de crescimento para estas células. Além disso, 

adição de 20HE estimula a produção de proteínas recombinantes (Sarvari et. al, 1990, Chan 

et. al. 2002). 

 Sarvari et al. (1990) demonstraram a eficácia da adição de 20HE no aumento da 

produção de proteínas recombinantes utilizando baculovírus como vetor. Porém, a 

concentração do hormônio foi um fator importante. A adição de 2µg de HE/mL de meio de 

cultivo obteve um aumento na concentração da proteína, enquanto que a adição de 10µg/mL 

foi inibitória. 

 Chan et al. (2002) testaram o processo de batelada alimentada para produzir a 

glicoproteína recombinante do vírus da dengue NS1. Em estudos anteriores de processo de 

batelada alimentada para produção da proteína recombinante β-galactosidase (Chan; 

Greenfield; Reid, 1998), como neste estudo, estes autores conseguiram otimizar o processo 

através da adição de nutrientes (aminoácidos, lipídios, glicose e extratos de levedura) em 

culturas de células Sf9 em meio de cultivo SF900II (Invitrogen, USA). Porém, um aumento 
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em 20µg/ml de proteína NS1 foi encontrado, representando 5 vezes superior ao processo de 

batelada otimizado, quando foi adicionado 4µg/ml de 20HE ao meio de cultivo. Os autores 

sugerem que, como o 20HE pode estimular a síntese de RNA e proteínas em cultivos de 

células de inseto, é possível que a adição de 20HE pode reverter os problemas de toxicidade e 

alta osmolaridade das infecções quando processos de batelada alimentada são utilizados. 
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3. Metodologia experimental 
 

 A pesquisa foi desenvolvida no Laboratório de Engenharia Bioquímica da 

Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN). 

 

 

3.1. Meio de cultura para manutenção e crescimento celular 

 

 O meio de cultura utilizado na manutenção das células e nos experimentos de 

infecção em cultura de células em suspensão foi o Meio SF900II SFM (Serum Free Medium) 

(GIBCO), ao qual foi adicionado 1% (v/v) de antibiótico (Antibiotic - Antimycotic) 

(Invitrogen Corporation) e conservado em geladeira a 4ºC. 

 

 

3.2. Células e determinação da concentração celular 

  

Neste trabalho foi utilizada a linhagem de células Sf21 (American Type Culture 

Collection, MD) cedida pela Embrapa – Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen), 

Brasília, DF. Esta linhagem foi previamente adaptada pela Dra Andréa Farias de Almeida ao 

meio Sf900II, isento de soro fetal bovino. As células foram mantidas em suspensão com 20 

mL colocados em frascos Erlenmeyers de 125 mL (Schott) operados a 120 rpm a 28°C em 

shaker orbital (Tecnal, TE - 422). 

 Utilizando um microscópio fase-contraste (Olympus, Japão) e um hemocitômetro, 

modelo Neubauer (Bright-Line Hemacytometer, Sigma) foi estimada a concentração celular 

conforme a Equação (1) em cada amostra. A contagem era realizada em triplicata, obtendo um 

erro de 15%, com aproximadamente 200 células contadas em ambos os lados do 

hemocitômetro (Nielsen; Smyth; Greenfield, 1991). 

 



Capítulo 3. Metodologia experimental 

 

 

Graciana Clécia Dantas, julho/2010 
 

30 

 

 Através da técnica de exclusão pela coloração com Azul de Tripan (Sigma-Aldrich), 

a uma concentração final de 0,1% (v/v), foram determinadas a concentração de células 

viáveis e a viabilidade celular. As células que se tornaram azuladas devido à entrada do 

corante foram consideradas não-viáveis, enquanto que as células transparentes foram 

consideradas viáveis. A concentração celular é expressa em células por mL (células/mL). 

 

 
1018 trohemacitôme do lados 2 de  volume

4
a

−×

⋅
=




 DN

mL

células
C células

                        (1) 

 

Onde: 

C: concentração de células 

célulasN : número de células contadas 

D : fator de diluição. 

 

 A viabilidade foi definida como a relação entre a quantidade total de células viáveis e 

não-viáveis. 

 

 

3.3. Vírus 

 

 O vírus de Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (SfMNPV) isolado-

18, foi cedido pelo Dr. Fernando Hercos Valicente da Embrapa Milho e Sorgo (CNPMS), Sete 

Lagoas, MG. 
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3.3.1. Inóculo viral de SfMNPV 

 

 O inóculo viral, na forma de ODV (occluded derived virus) foi obtido segundo o 

método de Lynn (1994), conforme Figura 3.1. 

 

Preparação do baculovírus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1. Preparação do inóculo de baculovírus (ODV). 

 

O ODV foi utilizado como inóculo para infectar 20 mL de suspensão de células Sf21 

com viabilidade média de 95% e concentração de 5,3x105 células viáveis/mL. Para os demais 

experimentos de infecção, foram utilizados como inóculo o vírus extracelular (BV) obtido a 

Filtração 

(0,22 µm – filtro estéril) 

 

Armazenagem em tubo estéril a 4°C. 

109 OB / mL 

700 µL de H2O (destilada e estéril) + 100µL da solução álcali 

200 µL de sais ácidos + 200µL da solução de tripsina (1,0mg/mL) 

200 µL de sais ácidos + 2,5 mL de meio de cultura SF900II 

2 horas 

30 minutos 
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partir da centrifugação (1000 rpm/10 minutos) de metade do volume de suspensão coletado 

após ter sido atingido o estabelecimento da infecção. 

 As infecções foram realizadas em shaker (120 rpm e 28°C) utilizando frascos 

Erlenmeyers de 125 mL (Schott). As concentrações de células não infectadas e infectadas 

foram acompanhadas diariamente até atingir viabilidade em torno de 50%, e a concentração 

de OB foi acompanhada até o final do processo de infecção. 

 Os experimentos referentes à passagem seriada foram realizados em duplicata 

apresentando erro médio de 5% para a contagem de células e 18% para contagem de OB. Os 

experimentos para verificar o efeito da adição dos adjuvantes (hormônio e colesterol), foram 

realizados conforme planejamento experimental descrito a seguir. 

 

 

3.3.2. Quantificação dos corpos de oclusão (OB) 

 

 A concentração dos OBs foi determinada utilizando-se hemocitômetro onde as 

células foram dissolvidas em uma solução de 1% (p/v) de dodecil sulfato de sódio (SDS) por 

2 horas, permitindo, assim, o rompimento da membrana celular e consequentemente à 

liberação dos OBs. 

 Com a finalidade de permitir a contagem de 100 a 150 OBs no quadrante central de 

cada lado do hemocitômetro a suspensão contendo os OBs foi diluída com água purificada 

(18,3 MΩ-cm). A contagem dos OBs também foi feita em triplicata. 

 O cálculo da concentração dos OBs é dado pela seguinte Equação (2): 

 

4101

5
−×

××
=







 OB
OB

MD

mL

OB
C                                                       (2) 

Onde: 

COB – Concentração de OB. 
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D – Fator de diluição. 

MOB – Média da contagem de OB. 

 

 O rendimento específico (OB/célula) foi calculada dividindo a concentração de OB 

pela maior concentração de células totais da cultura infectada. 

 

 

3.4. Passagem seriada com SfMNPV 

 

 Foram realizadas cinco passagens do vírus SfMNPV em linhagem de células Sf21 

cultivadas em meio SF900 II. Os experimentos foram realizados em Erlenmeyer de 125 mL 

(Schott) com volume de suspensão de 50 mL operados em shaker orbital a 120 rpm e 

temperatura controlada a 28ºC. Todas as passagens foram feitas em duplicata. 

 Na passagem 1, as células Sf21 com viabilidade média de 97%, em 4 dias de cultivo, 

foram inoculadas com 10% (v/v) do BV do SfMNPV obtido da infecção com o ODV. Após o 

estabelecimento da infecção, 30 mL da suspensão infectada foi coletada, centrifugada a 1000 

rpm por 10 minutos e o sobrenadante (vírus extracelular) foi usado para inocular a passagem 

2. As demais passagens seguiram o mesmo procedimento e cada sobrenadante serviu de 

inóculo para a passagem subsequente. 

 

 

3.5. Adição de colesterol e de 20–Hidroxiecdisona 

 

 Com base nos estudos de Belloncik ; Akoury; Cheroutre (1997) e Chan et al. (2002) 

foram estabelecidas as concentrações de hormônio e de colesterol utilizadas neste 

experimento. Inicialmente, 5 mg do hormônio 20 – HE foi diluído em meio SF900 II para um 

volume e concentração de estoque de 50 mL e 0,1 mg/mL e 0,01g de colesterol foram 

diluídos em 10 mL de meio SF900 II com concentração final de 1,0 mg/mL. 
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 O efeito da adição de três diferentes concentrações destes adjuvantes foi estudado. O 

hormônio foi adicionado aos experimentos nas seguintes concentrações: 0,002; 0,004 e 0,006 

mg/mL e o colesterol com as seguintes concentrações 0,01; 0,02 e 0,03 mg/mL. Para o 

cálculo do volume de solução de colesterol e de hormônio a serem adicionados à suspensão 

foi utilizada a Equação (3): 

 

C1V1 = C2V2                                                                                            (3) 

 

Onde: 

C1 = concentração de estoque da solução de hormônio ou colesterol. 

V1 = volume de estoque da solução de hormônio ou colesterol. 

C2 = concentração final de hormônio ou colesterol. 

V2 = volume final da suspensão. 

 

 Através da Equação (3) foi determinado que a adição do hormônio seria de 0,5; 1,0; 

1,5 mL e da solução de colesterol adicionado 0,25; 0,5; 0,75 mL. 

 

 

3.6. Planejamento experimental 

 

O processo de infecção foi realizado seguindo o delineamento experimental fatorial 

22 adicionado de dois pontos centrais (Tabela 3.1). Este delineamento experimental foi 

empregado para verificar a influência das duas variáveis de entrada, concentração de 

hormônio (CH) e concentração de colesterol (CC), sobre os valores das variáveis de resposta 

(produção volumétrica e produção específica de OB) do processo, buscando definir as faixas 

ótimas de operação tentando reverter ou minimizar o efeito passagem.  

Os cálculos dos efeitos e tratamentos estatísticos dos resultados foram realizados 

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

 Variáveis Originais Variáveis Naturais Resposta 

 Hormônio 

(µg) 

Colesterol 

(µg) 
X1 X2 Y 

2 10 -1 -1  

4 20 1 -1  

6 30 -1 1  
Fatorial 

6 10 1 1  

Pontos Centrais 4 20 0 0  
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4. Resultados e discussão 
 

 

4.1. Infecção preliminar utilizando o ODV como inóculo 

 

O processo de infecção das células Sf21 para a obtenção dos OBs utilizando como fonte 

viral o ODV está representado pelas Figuras 4.1 e 4.2. 

Constatou-se no segundo dia de infecção, que as células não infectadas e infectadas 

apresentaram diferenciação quanto ao crescimento (1,8x106 células viáveis/mL e 5,2x105 

células viáveis/mL, respectivamente) indicando o estabelecimento da infecção. Após este dia, 

as células infectadas desenvolveram-se menos devido à ação viral, enquanto as células não 

infectadas estavam em pleno desenvolvimento demonstrando a adaptação às condições de 

cultivo. 

A determinação das multiplicidades de infecção (MOI) não foi realizada neste trabalho, 

porém será foco em estudos posteriores. Pela curva de crescimento celular (Figura 4.1), 

estima-se que a MOI foi igual ou superior a 5 pfu/mL, ou seja, a maioria da população celular 

(aproximadamente 100% ) foi infectada no início do processo de infecção, onde o 

crescimento celular cessa após aproximadamente 24 h.p.i. (Palomares & Ramírez, 2009).  

Para Pedrini, Wolff, Reid (2004) o uso do tratamento com tripsina também permitiu a 

obtenção de um processo de infecção utilizando ODV obtido a partir de aproximadamente 24 

OB por célula. No entanto, o crescimento celular foi estabelecido aproximadamente 90 horas 

após a infecção, indicando que a maioria das células foram infectadas com uma 

multiplicidade de infecção inferior a 1, já que apenas uma parte da população celular foi 

infectada imediatamente após infecção (Volkman & Knudson, 1986). Quando existe um 

suprimento adequado de nutrientes, as células que não foram infectadas inicialmente 

continuam a se multiplicar-se até que estas sejam infectadas pela progênie viral produzidas 

pelas células infectadas inicialmente (Palomares & Ramírez, 2009). 
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Figura 4.1. Curvas de crescimento das células não infectadas e infectadas com o ODV do 

baculovírus SfMNPV. 

 

Analisando o processo de infecção de modo geral, no processo in vivo de infecção, 

os nucleocapsídeos que infectam as células são liberados dos corpos de oclusão (OB) em 

condições alcalinas, o que normalmente ocorre no trato digestivo do hospedeiro suscetível, 

facilitando a entrada do vírus nos tecidos do inseto (Paschke & Summers, 1975). As linhagens 

de células, normalmente, não são infectadas utilizando-se OB, pois os virions não são 

liberados em pH neutro do meio de cultura, e então, não estão disponíveis para infecção 

(Elam; Vail; Schreiber, 1990). Em contraste, é relativamente fácil estabelecer infecções in 

vitro com isolados virais em culturas de células utilizando-se vírus não oclusos (BV), 

derivados da hemolinfa de insetos infectados ou sobrenadante de células previamente 

infectadas (King & Possee, 1992). Em um estudo comparativo entre a infectividade de BV e 

ODV, Volkman; Summers; Hsieh (1976) estimaram que BV é em torno de 1700 a 1900 vezes 

mais infeccioso do que o ODV. Assim, o uso de BV é usualmente a primeira escolha para a 

propagação viral em cultura de células. 

 No entanto, é possível o uso de vírus derivados de oclusão (ODV) como fonte de 

virions infecciosos, desde que estes sejam liberados usando soluções alcalinas e tratados com 
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proteinases podendo melhorar este processo (Lynn, 1994). No trabalho desenvolvido pelo 

nosso grupo, Almeida (2005) obteve bons resultados utilizando ODV de SfMNPV e células 

Sf9. Portanto, neste estudo, a infecção preliminar também foi realizada utilizando como 

inóculo o ODV liberado a partir do OB do baculovírus selvagem SfMNPV produzido in vivo. 

Isso foi realizado para obtenção de BV para as demais infecções, uma vez que, como foi 

citado anteriormente, o BV é normalmente mais infectivo do que o ODV. 

Lynn (1994) demonstrou que o tratamento do ODV com 90 µg/mL de tripsina por 2 

horas resultou em melhorias significativas na capacidade do ODV para infectar as células em 

suspensão. No presente estudo, 530 µL de baculovírus, possuindo concentração de 

1,88x109OB/mL, foram utilizados para a liberação do ODV através de soluções alcalinas. 

Com este procedimento, foram utilizados aproximadamente 100 OB para infectar cada célula 

e o crescimento celular foi estabelecido 24 horas após infecção. 

A Figura 4.2 mostra a produção volumétrica e específica dos OBs da infecção das 

células Sf21 infectadas pelo ODV obtido a partir do OB do baculovírus SfMNPV produzido 

in vivo. 

Observou-se que a produção dos OBs apresentou o mesmo comportamento para a 

produção volumétrica e específica que foram acompanhadas diariamente até 10 dias do 

processo de infecção. 

A produção de OB nos primeiros dias de infecção foi mais lenta, especificamente 

entre os dias 2 e 5 do processo de infecção, observado claramente na curva de produção viral 

(Figura 4.2). Este fenômeno pode ter ocorrido devido ao processo de infecção não ter 

alcançado o sincronismo necessário para a intensa produção viral. A Figura 4.1 mostra que as 

células infectadas conseguiram crescer lentamente até o quinto dia do processo de infecção e 

isto pode ter levado a baixa produção de OB observada neste período. A intensa produção de 

vírus extracelular constatada pelo declínio da concentração das células infectadas, após o 

quinto dia de infecção, proporcionou o aumento considerável na produção de OB observados 

nos dias subsequentes até o final do processo de infecção. 
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Ao final de 10 dias de infecção, a produção volumétrica e específica de OB foi em 

média de (6,71 ± 1,41)x107 OB/mL e 92,28 ± 19,38 OB/Célula, respectivamente.  

Comparando os resultados obtidos, neste sistema, com alguns resultados na literatura, 

percebe-se um potencial da produção in vitro do isolado 18 do baculovírus SfMNPV 

utilizando o ODV como fonte viral em sistemas de cultivo livre de soro fetal. Almeida (2005) 

utilizando a linhagem Sf9 em meio Hyclone (HyQ SFX-Insect TM) suplementado com 5% 

(v/v) soro fetal bovino (SFB) obteve produção volumétrica de (2,5 ± 0,38)x108 OB/mL e 

produção específica de 110 ± 23,10 OB/Célula. Neste trabalho, a produção específica (92,28 

± 19,38 OB/Célula) foi próxima ao valor obtido no estudo citado mesmo utilizando a 

linhagem Sf21 e outro meio de cultura (SF900II SFM). 
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Figura 4.2. Curvas de produção volumétrica e específica de OB da infecção de células por 

SfMNPV. 

 

A produção de baculovírus in vitro pode ser influenciada pela linhagem de células ou 

isolado viral utilizado. Primeiramente, o nível de produção de OB pode não ser o mesmo 

entre diferentes tipos de tecido de um mesmo hospedeiro, como também entre diferentes 

linhagens de células. Além disso, a escolha da linhagem pode influenciar a estabilidade do 
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vírus, já que certas linhagens podem induzir uma maior velocidade de mutação do vírus, 

devido, por exemplo, a maior variabilidade genética (Fraser et al., 1985). Pedrini; Wolff; Reid 

(2004), utilizando o isolado SL, linhagem celular Sf9 e meio de cultura SF900II, obtiveram 

uma rápida geração de vírus mutantes, mostrando que o sistema por eles utilizado foi menos 

estável. Isolados de SfMNPV foram identificados a partir de S. frugiperda coletadas em 

diversas regiões das Américas (Maruniak; Brown; Kundson, 1984; Berretta; Rios; De Cap, 

1998; Escribano et al., 1999; Barreto et al, 2005). Estes isolados geográficos são 

frequentemente compostos de cepas que diferem em seus perfis de restrição enzimática e suas 

capacidades de infectar os seus hospedeiros. 

 

 

4.2. Passagem seriada 

 

Os sistemas de expressão tendo baculovírus como vetores (BEVS), os quais utilizam 

culturas de células de inseto, constituem uma tecnologia relativamente nova quando 

comparada aos sistemas de expressão em células de mamíferos. Seleção de linhagens 

adequadas de isolados virais, a otimização do processo para o aumento de escala da produção 

in vitro, além da formulação e caracterização do produto final são alguns dos elementos-

chave, que devem ser pesquisados, para o sucesso da comercialização de inseticidas à base de 

baculovírus produzidos por processos fermentativos (Black et al., 1997). 

Devido à instabilidade genética durante a passagem seriada de baculovirus em cultivo 

de células de inseto, o desenvolvimento da produção in vitro de bioinseticidas virais é o maior 

desafio para a produção massal deste bioproduto. Passagens sucessivas de vírus usando BVs 

leva ao aparecimento de formas aberrantes de vírus, processo conhecido como “efeito de 

passagem”. As principais características do fenótipo FP são a diminuição da produção de 

poliedros e o aumento da produção de vírus extracelulares, adquirindo uma vantagem seletiva 

durante o processo in vitro (Slavicek; Hayes-Plazolles; Kelly, 2001; Pedrini; Wolff; Reid, 

2004; Pedrini, et al., 2005; Pedrini, et al., 2006a; 2006b). Como o produto desejado neste 

processo são os OBs, este fenômeno dificulta a produção de bioinseticidas utilizando os 
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cultivos celulares. A estabilidade da produção do baculovírus selvagem SfMNPV, isolado 18 

foi verificada através da passagem seriada em cultivo de células Sf21. 

A Figura 4.3 mostra as curvas de crescimento das células não infectadas e infectadas 

durante cinco passagens destas células. Na primeira passagem (P1), a suspensão de células 

Sf21 foi inoculada com 10% do BV do baculovírus SfMNPV obtido da infecção preliminar 

com o ODV (resultados mostrados no item 4.1). As demais passagens seguiram o mesmo 

procedimento e cada sobrenadante (vírus extracelular) servindo de inóculo para a passagem 

subsequente. Este vírus extracelular foi coletado após 3 ou 4 dias de infecção, tempo no qual 

houve um decréscimo na concentração celular devido à maior atividade viral durante o 

processo. 

Constatou-se que na primeira passagem (P1) a concentração de vírus extracelular foi 

baixa devido ao crescimento das células infectadas. Apesar de ter sido observado indícios de 

infecção já nas primeiras horas, o processo de infecção foi estabelecido somente no terceiro 

dia, onde houve o declínio da concentração celular. Este fato pode ter ocorrido devido ao tipo 

de inóculo utilizado no processo, haja vista, que o BV utilizado nesta passagem foi obtido da 

infecção com o ODV. Sabendo que o ODV é menos infectivo (Volkman et al., 1976), o BV 

produzido a partir dele poderá conter menos partículas virais, ocasionando baixa infecção. 

A concentração viral, nas passagens P2, P3 e P4, foi similar e maior que a indicada na 

P1, identificada pelo comportamento apresentado nas curvas de crescimento celular. A 

infecção das células foi observada logo no primeiro dia, onde a concentração das células 

infectadas foi menor que a concentração das células não infectadas. Já a passagem cinco (P5) 

demonstrou diminuição na concentração viral, visto pelo acentuado crescimento das células 

infectadas, isto ocorreu provavelmente devido à formação de mutantes gerados durante a 

passagem seriada. As curvas de crescimento das células Sf21 durante a passagem seriada 

estão dispostas nos Anexos de A a E. 
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Figura 4.3. Passagem seriada em células Sf21. 

 

Pedrini et al. (2006b) também utilizaram 10% (v/v) de inóculo viral para a realização 

da passagem seriada durante a produção do vírus Helicoverpa armigera nucleopolyhedrovirus 

em células de Helicoverpa zea (Boddie, 1850) (Lepidoptera: Noctuidae), ao invés de utilizar 

um volume pré-determinado estimado pela determinação da MOI, cujo valor varia entre 1 e 

10 pfu/mL para este tipo de processo. Da mesma forma que o observado por Pedrini et al. 

(2006b), neste trabalho, as MOIs utilizadas foram suficientemente altas permitindo infecções 

sincrônicas, observando–se um crescimento pós infecção mínimo. Este método se apresentou 

mais prático, evitando problemas de contaminação e perda de virulência dos baculovírus 

durante o armazenamento dos inóculos virais, até que a determinação do título viral seja 

realizada. 

A Figura 4.4 apresenta a produção específica de OB (OB/célula). Observou-se uma 

produção específica de 170 OB/célula na terceira passagem. Este resultado é superior quando 

comparado a outros sistemas como Trichoplusia ni NPV em células T. ni (Potter et al.,1976), 

os quais obtiveram 70 OB/célula e o sistema Lymantria dispar MNPV em células Lymantria 

dispar (Linnaeus., 1758) (Lepidoptera: Lymantriidae) (Slavicek et al, 1996), obtiveram 57 



 

Capítulo 4. Resultados e discussão 

 

 

Graciana Clécia Dantas, julho/2010 
 

44 

 

OB/célula. Mas, inferior quando comparado ao sistema estudado por Almeida (2005) que 

obteve 399 OB/célula e ao sistema Helicoverpa armigera SNPV em células de Helicoverpa 

zea com 222 OB/célula (Lua et al., 2002). 

 

 

Figura 4.4. Produção específica de corpos de oclusão em células Sf21. 

 

No sistema estudado, observou-se a indicação do efeito de passagem devido à redução 

na produção de OB de 170 para 92 da terceira para quarta passagem. Enquanto o sistema 

Lymantria díspar MNPV em células Lymantria dispar (citado anteriormente) os autores 

observaram redução de 57 para 35 OB/célula durante cinco passagens e Almeida (2005) em 

seu sistema observou redução de 399 a 109 OB/célula durante sete passagens. 

Diante dos resultados obtidos durante a passagem seriada, constatou-se que houve 

declínio na quarta passagem. Como foi descrito anteriormente, este declínio é fator 

considerável na produção in vitro de bioinseticidas virais devido à instabilidade genética do 

vírus, que dificulta a ampliação da escala de produção (scale up). 
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4.3. Produção de OB após adição de hormônio e colesterol  

 

Alguns estudos estão sendo realizados com intuito de aumentar a estabilidade durante 

as passagens sucessivas em células de inseto ou aumentar a produtividade durante a produção 

visando à produção de bioprodutos utilizando baculovirus como vetor. No caso do aumento 

da estabilidade, foram testados isolados purificados em placas (Pedrini et al., 2005, 2006a, 

2000b, Rezende, 2008; Almeida, 2010). No que se refere ao aumento da produtividade, a 

adição de nutrientes ou substâncias que permitem o aumento da produção de bioprodutos, tais 

como proteínas recombinantes, em meios de cultivo também são comuns (Chan; Greenfield; 

Reid, 1998; Palomares & Ramirez, 2009). 

Na Tabela 4.1, encontram-se os níveis das variáveis de entrada reais e codificadas. O 

nível 0 corresponde aos valores das concentrações de referência de hormônio e colesterol 

(4µg/mL e 20µg/mL, respectivamente), a partir destes valores houve uma variação para os 

níveis inferior (-1) e superior (+1) de duas unidades para a concentração de hormônio e de 

dez unidades para a concentração de colesterol. 

 

Tabela 4.1. Níveis reais e codificados das variáveis de entrada 

Variáveis 
Nível 

-1 

Nível 

0 

Nível 

+1 

CHORMÔNIO (µg/mL) 2 4 6 

CCOLESTEROL(µg/mL) 10 20 30 

 

Na Tabela 4.2 encontra-se a matriz de planejamento com as respostas (produção 

volumétrica e produção específica de OB), as quais foram obtidas a partir dos experimentos 

realizados com as combinações dos níveis estudados. 
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Tabela 4.2. Matriz do planejamento fatorial 22 e dados experimentais 

Ensaio

s 

CH (µg mL-

1) 

CC (µg mL-1) Produção volumétrica 

(OB / mL) 

Produção específica 

(OB / Célula) 

 

1 

 

-1 

 

-1 5,95 x 107 78,76 

 

5 

 

+1 

 

-1 9,42 x 107 128,35 

 

6 

 

-1 

 

+1 4,65 x 107 60,95 

 

2 

 

+1 

 

+1 4,57 x 107 56,12 

 

3 

 

0 

 

0 7,23 x 107 87,26 

 

4 

 

0 

 

0 6,90 x 107 82,67 

 

Os coeficientes de variação explicada (R2) foram satisfatórios (92% e 99% para a 

produção volumétrica e produção específica, respectivamente) e a razão de Fcalculado por 

Ftabelado está acima de 1, para um nível de confiança de 95%, indicando que o modelo é, 

estatisticamente significativo (Barros Neto; Scarminio; Bruns, 2007). Assim, o ajuste do 

modelo linear com 4 parâmetros (Anexo F), para a produção volumétrica e produção 

específica encontra-se descritos nas Equações 4 e 5. 

 

Produção específica = 50,57167 + 19,2 CH + 0,47 CC – 0,68025 CH CC                                    (4) 

 

Produção volumétrica = 42833333 + 13112500 CH + 237500 CC - 443750 CH CC                   (5) 

 

Onde CH e CC representam concentrações de hormônio e colesterol, respectivamente. 
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As Equações (4) e (5) representam os modelos empíricos codificados da regressão linear 

ajustados aos dados experimentais para a produção específica e produção volumétrica do 

baculovírus selvagem SfMNPV, respectivamente. 

O modelo obtido pode não ser exatamente aquele que descreve a região estudada do 

sistema e, neste caso, não pode ser utilizado para fazer estimativas para deslocamento e muito 

menos para extrair conclusões sobre a região ótima. A maneira mais confiável de se avaliar a 

qualidade do ajuste do modelo é empregando a análise de variância (ANOVA) (Calado & 

Montgomery, 2003; Barros Neto; Scarminio; Bruns, 2007). Embora, neste estudo, o modelo 

representado pela análise de variância obtida pelo Statistica Software® (versão 7.0), não 

reproduziu a variação das respostas, tanto para a produção volumétrica como a específica 

(Anexos G e H), foram calculadas as novas análises de variância (ANOVA) para a produção 

específica e a produção volumétrica, mostradas nas Tabelas 4.3 e 4.4, respectivamente. Esta 

análise permite avaliar numericamente a qualidade de ajuste de um modelo (Barros Neto; 

Scarminio; Bruns, 2007). 

 

Tabela 4.3. ANOVA calculada para a produção específica com o erro puro e a falta de ajuste. 

FONTE DE 

VARIAÇÃO 

SQ GL MQ FCAL  FTAB FCAL /FTAB 

Regressão 3268, 048 3 1089,35    

Resíduos 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 produção volumétrica com o erro puro e a falta de ajuste. 

FONTE DE 

VARIAÇÃO 

SQ G

L 

MQ FCAL  FTAB FCAL /FTAB 

Regressão 1,55 x 1015 3 5,16 x 1014    

Resíduos 1,076 2 0,54 9,55 x 1014 19,16 4,98 x 

1013 

Falta de ajuste 5,445 x 1012 1 5,445 x 1012    

Erro puro 5,4450 x 1012 1 5,4450 x 1012 1 161,4 0,0062 

Total 1,66561 x 1015 5 3,3312 x 1014    

 

Utilizando o programa computacional Statistica Software® (versão 7.0), foi possível 

construir as superfícies de resposta (MSR) e o diagrama de Pareto. A superfície de resposta 

permite analisar as faixas ótimas de operação das variáveis de entrada que maximizam as 

respostas em estudo. A metodologia de superfície de resposta (MSR) baseia-se na construção 

de modelos matemáticos empíricos que geralmente empregam funções polinomiais lineares 

ou quadráticas para descrever o sistema estudado e, consequentemente, dão condições de 

explorar (modelar e deslocar) o sistema até sua otimização (Calado & Montgomery, 2003). A 

superfície de resposta para o sistema estudado neste trabalho está representada nas Figuras 4.5 

e 4.6. 
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Figura 4.5. Superfície de resposta (A) e a curva de nível (B) para a produção específica. 

 

 

 

 

   

Figura 4 6 Superfície de resposta (A) e a curva de nível (B) para a produção volumétrica. 
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A adição de colesterol foi testada com intuito de otimizar a produção in vitro de 

baculovírus em culturas em suspensão de células Sf21 (Linhagem de células de Spodoptera 

frugiperda, clone21), pois em um estudo realizado por Belloncik; Akoury; Cheroutre (1997) 

demonstraram que a adição de 20µg/mL de colesterol ao meio de cultivo permitiu corrigir 

irregularidades morfológicas nas membranas dos poliedros formados e dos virions oclusos 

nestes OBs observadas na replicação do Galleria mellonella nucleopoliedrovirus (GmNPV). 

Além disso, suplementação lipídica tem como objetivos estimular o crescimento de células 

para obtenção de uma elevada densidade celular e permitir a replicação de baculovírus 

(Wilkie et al., 1980). Analisando as superfícies de resposta e as curvas de níveis (Figuras 4.5 

e 4.6), observou-se a existência de uma região ótima para a produção de OB onde se encontra 

uma faixa de concentração de colesterol (8 a 10µg/mL), ou seja, inferior à utilizada por 

Belloncik; Akoury; Cheroutre (1997) e concentração de hormônio (5 a 6,5µg/mL), bem 

representados na região vermelha da superfície de resposta. No caso do hormônio, a faixa 

ideal foi maior que a utilizada por Chan et. al (2002) e Sarvari et al. (1990) que conseguiram 

aumentar a produção de proteínas recombinantes utilizando baculovirus como vetor de 

expressão, com 4µg/mL e 2µg/mL, respectivamente. 

A Figura 4.7 mostra o diagrama de Pareto para a produção específica (A) e produção 

volumétrica (B) de OB. 

 

 

A 
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Figura 4.7. Diagrama de Pareto para a produção específica (A) e volumétrica (B). 

 

 De acordo com o diagrama de pareto (Figura 4.7), observou-se que o colesterol teve, 

na verdade, uma influência negativa significativa nos resultados de produção volumétrica e 

específica de OB. Isto é evidente pelo sinal negativo mostrado no diagrama. Também houve 

uma influência negativa a interação do hormônio e do colesterol. Já adição do 20-

hidroxiecdisona (20HE) foi positiva, porém significativa. No entanto, a morfologia das 

células infectadas observadas por microscopia ótica demonstra um processo infectivo 

eficiente, com células com evidente produção de OBs, para todas as concentrações de 20HE e 

colesterol testadas. 

 A Figura 4.8 apresenta a produção de OB após a adição de colesterol e hormônio na 

quarta passagem. Independente dos resultados do diagrama de pareto, os resultados 

demonstraram um aumento 1,3 em relação ao resultado sem adição de hormônio e colesterol, 

quando 6µg de 20HE e 10µg de colesterol foram adicionados por mL de meio de cultivo. 

Estes estão de acordo com o modelo obtido representados pelas equações 4 e 5, como 

também o de superfície de resposta (Figuras 4.5 e 4.6), o qual indica melhores resultados 

entre faixa de concentração de colesterol de 8 a 10µg/mL e concentração de hormônio entre 5 

a 6,5µg/mL. 

B 
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Figura 4.8. Produção específica de OBs após adição de colesterol e hormônio na quarta 

passagem. 

 

 

4.3.2. Adição individual de hormônio e colesterol 

 

 Diante dos resultados obtidos no planejamento, a maior produção de OB foi atingida 

com a menor concentração de colesterol (10 µg/mL) e maior concentração de 20HE (6 

µg/mL). Assim, realizaram-se experimentos com estas concentrações individuais para análise 

da produção de OB de forma independentemente. 

 A Figura 4.9 mostra as curvas de crescimento das células não infectadas e infectadas 

quando 6µg/mL de 20HE foi adicionada ao meio de cultivo. Observou-se, que as células não 

infectadas e infectadas apresentaram diferenciação quanto ao crescimento, já no primeiro dia 

de infecção, indicando o estabelecimento da mesma. O hormônio favoreceu a infecção devido 

ao baixo crescimento celular observado, onde a concentração máxima das células infectadas 

foi de 9,31x105 células viáveis/mL. 
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Figura 4.9. Curvas de crescimento das células não infectadas e infectadas com meio de 

cultivo adicionado 6µg/mL de 20-Hidroxiecdisona. 

 

 

A Figura 4.10 mostra as curvas de crescimento das células não infectadas e infectadas 

quando 10µg/mL de colesterol foi adicionado ao meio de cultivo. Observou-se, que as células 

não infectadas e infectadas apresentaram diferenciação quanto ao crescimento, indicando o 

estabelecimento da infecção. Porém, houve um crescimento maior de células infectadas. Um 

maior número de células representa mais células infectadas ao final do processo, o qual pode 

afetar a concentração volumétrica, quando comparado ao produto obtido com infecções onde 

o crescimento é mínimo. Todavia, o comportamento encontrado para praticamente todos os 

processos infectivos testados neste trabalho, foi de diferenciação das células infectadas e não 

infectadas já nos primeiros dias de infecção. Este fato demonstra a boa capacidade de 

infecção do isolado 18 do SfMNPV (Barreto et al., 2005) às células Sf21. 
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Figura 4. 10. Curvas de crescimento das células não infectadas e infectadas com meio de 

cultivo adicionado com 10µg/mL de colesterol. 

 

 

Observando os resultados obtidos em relação à produção volumétrica (OB/mL) e 

específica (OB/célula) de OBs (Figuras 4.11 e 4.12), a influência somente do hormônio foi 

superior ao do melhor resultado do planejamento experimental realizado com adição de 20HE 

e colesterol. Enquanto que o melhor resultado do planejamento (ensaio 5) obteve uma 

produção volumétrica de 9,4 x 107 OB/mL e específica de 128,4 OB/célula, com a adição de 

somente 6µg/mL de 20-Hidroxiecdisona estas concentrações aumentaram para 1,83 x 108 

OB/mL e 154,8 OB/célula, respectivamente. Estes resultados confirmam que o hormônio 

influi positivamente no aumento da produção de OB e, devido à ausência de colesterol, os 

resultados foram ainda superiores quando a mesma concentração de hormônio foi utilizada. 

Observando ainda nas Figuras 4.11 e 4.12, os resultados obtidos em relação à adição 

somente de colesterol, na menor concentração estudada (10µg/mL), confirmam a sua 

influência negativa ao processo de produção de OB. Enquanto que o resultado da produção 

sem adição do colesterol (realizado durante a passagem seriada) obteve uma produção 

específica de 99 OB/célula, esta concentração diminui para 60 OB/célula (Figura 4.11). 
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Todavia, a produção volumétrica passou de 5,7 x 107 OB/mL para 1,33 x 108 OB/mL, na 

passagem seriada e com a adição de somente 10µg/mL de colesterol, respectivamente. A 

maior concentração volumétrica foi devido, provavelmente, a maior concentração de células 

(Figura 4.12). 
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Figura 4.11. Produção específica de OB com adição de adjuvantes 
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Figura 4.12. Produção volumétrica de OB com a adição de adjuvantes. 
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 Estes resultados foram confirmados através da análise de variância (ANOVA), onde 

foram observadas que as médias são significativamente diferentes, com nível de confiança de 

95%, entre os resultados de produção volumétrica (OB/mL) e produção específica 

(OB/célula) de OB da passagem seriada, do planejamento experimental, da adição somente de 

hormônio e da adição somente de colesterol. A análise de variância da produção volumétrica e 

da produção específica está mostrada nas Tabelas 4.5 e 4.6 respectivamente. 

 

Tabela 4.5. Resultado da ANOVA para a produção volumétrica de OB 

Experimentos Média Variância N 

Passagem Seriada 5,34667 x 107 6,85033 x 1013 3 

Planejamento Experimental 9,43 x 107 9,643 x 1013 3 

Adição de Hormônio 1,83333 x 108 3,82333 x 1014 3 

Adição de Colesterol 1,33 x 108 3,07 x 1014 3 

F1 = 43,097                                     F2= 2,77026 x 10-5 

As médias são significativamente diferentes com 95% de nível de confiança 

 

 

Tabela 4.6. Resultado da ANOVA para a produção específica de OB. 

Experimentos Média Variância N 

Passagem Seriada 92,46333 205,12903 3 

Planejamento Experimental 122,84667 161,49843 3 

Adição de Hormônio 154,79667 286,07743 3 

Adição de Colesterol 73,97667 77,27303 3 

F1 = 20,67364                                    F2= 3,9968 x 10-4 

As médias são significativamente diferentes com 95% de nível de confiança 
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 Com base nos resultados obtidos dos experimentos referentes à passagem seriada, ao 

planejamento experimental, à adição somente de hormônio e à adição somente de colesterol 

foram plotados os gráficos da produção específica e produção volumétrica de OB durante os 

processos de infecção, (Figuras 4.13 e 4.14 respectivamente). 
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Figura 4.13. Produção específica de OB dos diferentes experimentos. 
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Figura 4.14. Produção volumétrica de OB dos diferentes experimentos. 
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Observou-se que a produção específica de OB foi diferente em todos os experimentos, 

(Tabela 4.6). A maior produção especifica foi observada quando adicionado somente 

hormônio 20HE ao meio de cultivo atingindo produção de 154,8 OB/Célula. A produção 

volumétrica com adição somente de 20HE também foi maior do que os demais experimentos 

realizados (1,83x108 OB/mL), indicando a melhor estratégia para o aumento de produção de 

OB, minimizando, assim, o efeito passagem durante a passagem seriada, favorecendo uma 

futura ampliação de escala de produção do bioinseticida spodoptera. 
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5. Conclusão 
 

A infecção inicial realizada com o ODV do SfMNPV foi satisfatória. Após 10 dias de 

infecção, obteve-se uma produção de 6,71x107 OB/mL e 92,28 OB/célula. Este resultado 

mostra a viabilidade de produção dos OB utilizando o sistema de cultivo in vitro do 

bioinseticida spodoptera (isolado 18), podendo também ser utilizado como base para novos 

cultivos de células de inseto. 

Observou-se que, através do sistema utilizado neste estudo, o hormônio 20HE 

influencia positivamente e o colesterol negativamente nas concentrações estudadas (2 a 6 

µg/mL e 10 a 30 µg/mL para o hormônio e colesterol, respectivamente) na produção de 

corpos de oclusão (OB). Com o planejamento experimental fatorial 22 foi possível um 

aumento de 92 para 128 OB/célula mostrando que é possível diminuir o efeito do acúmulo 

de mutantes FP que tem como principal característica o rápido declínio na produção de 

corpos de oclusão. Observou-se a existência de uma região ótima para a produção de OB 

onde se encontra uma faixa de concentração de colesterol (8 a 10µg/mL), e concentração de 

hormônio (5 a 6,5µg/mL), bem representados na região vermelha nos gráficos de superfície 

de resposta. 

Um aumento ainda mais expressivo foi obtido quando somente o hormônio 20HE foi 

adicionado (6 µg/mL) obtendo-se uma produção de 1,9 x 108 OB/mL e 182,9 OB/célula, para 

a produção volumétrica e específica de OB, respectivamente, confirmando a influência 

positiva da adição de hormônio. 
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Figura A.1 - Curva de crescimento das células Sf21 infectadas e não infectadas com o baculovírus 

SfMNPV (passagem 1). 
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Figura A.2 - Curvas de produção volumétrica e específica de OB da infecção de células por 

SfMNPV (passagem 1). 
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Figura B.1 - Curva de crescimento das células Sf21 infectadas e não infectadas com o baculovírus 

SfMNPV (passagem 2). 
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Figura B.2 - Curvas de produção volumétrica e específica de OB da infecção de células por 

SfMNPV (passagem 2). 
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Figura C.1 - Curva de crescimento das células Sf21 infectadas e não infectadas com o baculovírus 

SfMNPV (passagem 3). 
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Figura C.2 - Curvas de produção volumétrica e específica de OB da infecção de células por 

SfMNPV (passagem 3) 
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Figura D.1 - Curva de crescimento das células Sf21 infectadas e não infectadas com o baculovírus 

SfMNPV (passagem 4). 
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Figura D.2 - Curvas de produção volumétrica e específica de OB da infecção de células por 

SfMNPV (passagem 4). 
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Figura E.1 - Curva de crescimento das células Sf21 infectadas e não infectadas com o baculovírus 

SfMNPV (passagem 5). 
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Figura E.2 - Curvas de produção volumétrica e específica de OB da infecção de células por 

SfMNPV (passagem 5). 
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Figura F 1 – Coeficientes de regressão para produção volumétrica gerada pelo programa Statistica 

Software® (versão 7.0). 

 

 

 

Figura F 2 – Coeficientes de regressão para produção específica gerada pelo programa Statistica 

Software® (versão 7.0). 
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Figura G 1 – ANOVA para produção volumétrica gerada pelo programa Statistica Software® 

(versão 7.0). 

 

 

 

Figura G 2 – ANOVA para produção específica gerada pelo programa Statistica Software® (versão 

7.0). 
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