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RESUMO 
 

Braconi CT. Proteoma do baculovírus Anticarsia gemmatalis múltiplo nucleopoliedrovírus 
em linhagens celulares distintas e comparação da proteína de envelope GP64 em variantes 
geográficos. [Tese (Doutorado em Microbiologia)]. São Paulo: Instituto de Ciências 
Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2013. 

 
A família Baculoviridae compreende um grande e diverso grupo de vírus patogênicos de 
insetos, com aproximadamente 700 espécies de hospedeiros.  Durante o ciclo viral, dois 
fenótipos são produzidos: o ODV (occlusion derived virus) responsável pela infecção 
primária do intestino médio da larva de insetos e o BV (Budded vírus) responsável pela 
infecção sistêmica.  No Brasil, desde a década de 1980, o Anticarsia gemmatalis múltiplo 
nucleopoliedrovírus (AgMNPV) é utilizado como controle biológico viral no controle da 
lagarta-da-soja Anticarsia gemmatalis. Com o sequenciamento do genoma do AgMNPV-2D, 
foram confirmadas potencialmente 152 ORFs, com 26 ORFs que codificam para proteínas 
estruturais, entre elas a glicoproteína 64 (GP64), fundamental para infecção secundária.  No 
entanto, dados a respeito das proteínas presentes nos fenótipos do AgMNPV-2D são escassos.  
Este estudo objetiva identificar as proteínas estruturais presentes no AgMNPV-2D por duas 
abordagens distintas de espectrometria de massas.  Outro objetivo consistiu em comparar 
possíveis adaptações contextuais da gp64 de diferentes isolados geográficos do AgMNPV por 
clonagem, sequenciamento por Sanger e sequenciamento de alta cobertura. Através deste 
procedimento, identificamos as substituições sinônimas e não sinônimas de gp64 e vimos que 
ela não suporta a noção de isolamento geográfico dos AgMNPVs amostrados. Também 
identificamos 44 e 33 proteínas presentes nos fenótipos ODV e BV no AgMNPV-2D, 
respectivamente.  Embora parte das proteínas já havia sido descrita, o que é coerente com 
outros proteomas da família Baculoviridae, seis proteínas foram identificadas pela primeira 
vez no ODV e sete delas associadas ao fenótipo BV.  Contudo, não foi possível predizer 
função para as proteínas pobremente categorizadas.  Além disso, 11 proteínas celulares foram 
identificadas no AgMNPV-2D, possivelmente necessárias para infecção viral. Este achado 
contribui para o melhor entendimento da morfogênese do AgMNPV e fatores associados à 
multiplicação viral.  

 
Palavras-chave: AgMNPV. Baculovírus. Controle Biológico. Proteoma. gp64.  



 
 

ABSTRACT 
 

Braconi CT. The baculovirus Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus proteome 
and the comparison of multiple isolated envelope proteins GP64” [Thesis (Ph.D. in 
Microbiology)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 
2013.  

 
Baculoviridae are arthropod-specific viruses that commonly infect insect orders, with more 
than 700 know host species. During the viral life cycle, two distinct phenotypes are produced: 
the budded virus (BV) and, the occlusion-derived virus (ODV) for intra and across host 
spread, respectively.  Since the 80's several countries have been using the Anticarsia 
gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) as a biological control agent against 
the velvet bean caterpillar (A. gemmatalis). Brazil coordinated the largest program using 
AgMNPV as a biological pesticide in soybean plantations.  The genome of the AgMNPV-2D 
carries at least 152 potential genes, 26 of which possibly code for structural proteins.  
Proteomic studies were done on a few baculoviruses, with six ODV and two BV proteomes 
finished so far.  Moreover, there is limited data on virion proteins carried by the AgMNPV-
2D.  In this study, the structural proteins of AgMNPV-2D were analyzed by two 
complementary mass spectrometry techniques.  The additional objective was to compare the 
gene gp64 of different geographical population of AgMNPV by cloning, Sanger sequencing 
and next generation sequencing methods. This analysis allowed us to observe the synonymous 
and non-synonymous substitutions of gp64 and refuted the notion of a geographical isolation 
of the sampled AgMNPV.  We also observed a total of 44 proteins associated to the ODV and 
33 to the BV of AgMNPV-2D.  Several proteins have been described as structural already, 
though our data showed six new proteins in the ODV and seven new proteins carried by the 
BV.  Furthermore, 11 cellular proteins were also identified, which are possibly assorted 
during viral morphogenesis and carried with the virion.  Unfortunately, it was not possible to 
predict gene function for poorly characterized genes.  These findings may provide novel 
insights into AgMNPV biology and its host interaction, leading us to a better understanding 
about morphogenesis and also the associated factors of the viral multiplication. 

 
Key words: AgMNPV. Baculovirus. Biological Control. Proteome. gp64.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 A Família Baculoviridae, taxonomia e morfologia 

 

Vírus representam um importante desafio aos insetos e doze famílias já foram 

associadas a estes artrópodes (Erlandson, 2008).  A família Baculoviridae compreende um 

grande e diverso grupo de vírus patogênicos a artrópodes, que infectam insetos das ordens; 

Lepidóptera, Himenóptera e Díptera.  Aproximadamente 700 espécies de hospedeiros de 

baculovírus já foram reportados na literatura, majoritamente isolados em Lepidópteras 

(O'Reilly et al., 1993; Tanada, Kaya, 1993).  Estes vírus são estáveis no ambiente e ocorrem 

naturalmente em populações de insetos e apresentam alta especificidade de hospedeiros 

(Moscardi, 1999).  Estas características tornaram a família Baculoviridae interessante para a 

aplicação segura como controle biológico de pragas presentes em áreas de manejo de agrícola, 

pastos e áreas florestais (Moscardi, 1999; Szewczyk et al., 2006; Tanada, Kaya, 1993).  Além 

disso, com o amplo desenvolvimento tecnológico na década de 80, alguns baculovírus, como 

o AcMNPV e o BmNPV, tornaram-se úteis como vetores versáteis de expressão de genes 

heterólogos (Maeda, 1989).  Os vetores baseados em baculovírus são um excelente sistema de 

produção de proteínas recombinantes em linhagens de células de insetos (Boyce, Bucher, 

1996; Hofmann et al., 1995; Smith et al., 1983; Smith et al., 1985).  Recentemente, alguns 

estudos os descreveram como vetores para transdução in vitro, in vivo e ex vivo em uma 

variedade de linhagens celulares de mamíferos tornando-os possíveis candidatos para o uso 

em terapia gênica (Airenne et al., 2013; Hu, 2006; Kost et al., 2005; Wang, Balasundaram, 

2010). 

A classificação taxonômica da família é baseada em análises filogenéticas e 

características moleculares de mais de setenta genomas completos.  A comparação de seu 

conteúdo gênico permitiu a identificação de trinta e sete genes conservados entre todos 

genomas sequenciados, chamados de core genes (Garavaglia et al., 2012).  Estes genes 

desempenham funções biológicas importantes durante o ciclo viral, como: transcrição, 

produção da partícula viral, infecção do intestino do inseto e estabelecimento da infecção 

(Herniou et al., 2003; Rohrmann, 2008; van Oers, Vlak, 2007).  Ademais, o conteúdo e a 

organização gênica foram considerados para estabelecer as relações evolutivas entre os 

membros da família Baculoviridae (Herniou et al., 2001).  Portanto, desde 2008, o Comitê 

Internacional de Taxonomia de vírus (ICTV) (www.ictvonline.org) divide esta família em 
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quatro gêneros: (i) os Alphabaculovirus, (NPVs específicos de lepidópteras), (ii) os 

Betabaculovirus (GVs específicos de lepidópteras), (iii) os Gamabaculovirus (NPVs 

específicos de himenópteras) e (iv) os Deltabaculovirus (NPVs específicos de dípteros) 

(figura 1). 

 

Figura 1 - Reconstrução filogenética baseada nos 37 genes conservados de baculovírus 
sequenciados até o momento.   

 
 

A relação entre os membros da família está demonstrada na divisão dos quatro gêneros na 
árvore: i) os ramos em azul são os Alphabaculovirus, (NPVs específicos de lepidópteras), (ii) 
os ramos em rosa são os Betabaculovirus (GVs específicos de lepidópteras), (iii) os ramos em 
verde são os Gamabaculovirus (NPVs específicos de himenópteras) e o ramo em laranja os 
Deltabaculovirus (NPVs específicos de dípteros).  A seta em vermelho aponta o Anticarsia 
gemmatalis múltiplo nucleopoliedrovírus (AgMNPV). 
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Os baculovírus são envelopados e seu genoma é composto de uma molécula de DNA 

circular dupla fita covalentemente fechada, que varia de 80 a 180 Kb e codifica de 100 a 180 

proteínas (Granados et al., 1986; Herniou et al., 2003; Slack, Arif, 2007).  O material genético 

destes vírus está envolto por um capsídeo proteico (nucleocapsídeo) em forma de bastonete 

(em latim baculum), que forma o vírion, a partícula infectante (Summers, Smith, 1987).  Os 

vírions dessa família podem ser oclusos em uma matriz para-cristalina denominada de corpo 

de oclusão (Occlusion body, OB) (Tanada, Kaya, 1993).  Os baculovírus foram inicialmente 

divididos em dois grupos com base nas diferenças morfológicas encontradas nestes corpos de 

oclusão em: nucleopoliedrovírus (NPVs) e granulovírus (GVs).  Os NPVs podem apresentar 

apenas um nucleocapsídeo (SNPV - Single Nuclear Polydrosis Virus) ou até dezenas (MNPV 

- Multiple Nuclear Polydrosis Virus) por corpo de oclusão (Bilimoria, 1991).  Neste grupo os 

vírions são oclusos em corpos denominados poliedros, constituídos principalmente pela 

proteína poliedrina (28 kDa) (Bilimoria, 1991; Granados et al., 1986).  Os NPVs específicos 

de lepidópteras ainda são subdivididos em grupos I e II baseado em estudos filogenéticos com 

o gene da poliedrina (polh) (Zanotto et al., 1992; Zanotto et al., 1993), genes conservados da 

família Baculoviridae (Herniou et al., 2003) e genomas completos (Oliveira et al., 2006b; 

Wolff et al., 2008; Zanotto, Krakauer, 2008).  Os dois grupos requerem proteínas de envelope 

distintas para fusão do vírus com a célula hospedeira: a glicoproteína GP64 está presente no 

grupo I, enquanto a proteína F está no grupo II (Herniou et al., 2003; Monsma et al., 1996; 

Pearson et al., 2000).  Alguns baculovírus apresentam as duas proteínas no envelope viral, 

porém apenas uma mantém função de fusão (Okano et al., 2006).  Além disso, 11 genes 

adicionais parecem ser exclusivos dos NPVs (Herniou et al., 2001; Jehle et al., 2006).  Os 

GVs, por outro lado, normalmente apresentam um nucleocapsídeo por corpo de oclusão com 

formato ovicilíndrico, denominados grânulo (Crook, 1991; Summers, Smith, 1987).  Os 

grânulos são compostos principalmente pela proteína granulina (28 kDa), que apresenta 50% 

de similaridade com a sequência de aminoácidos da poliedrina (Akiyoshi et al., 1985; Crook, 

1991).  Ademais, os GVs foram somente isolados de Lepidópteras e alguns membros deste 

grupo causam infecção limitada ao intestino médio (Tanada, Kaya, 1993). 

 

1.2 Fenótipos virais e ciclo de vida dos Alphabaculovirus 

 

Os baculovírus possuem uma característica peculiar no ciclo infeccioso: a produção de 

dois fenótipos distintos em estrutura e função, mas de mesma composição gênica (Blissard, 
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1996).  Como mencionado, os fenótipos desempenham funções diferentes durante o ciclo 

viral: o ODV (occlusion derived virus) é responsável pela transmissão horizontal entre os 

hospedeiros e pela infecção primária das células colunares do intestino médio da larva de 

insetos (Granados et al., 1986); e o BV (Budded virus) não ocluso, é responsável pela 

infecção sistêmica, i.e, propagação da infecção célula a célula, infectando inicialmente os 

hemócitos na hemolinfa e subsequentemente espalhando a infecção para os demais tecidos do 

hospedeiro (Figura 2). 

 

Figura 2 - Os fenótipos virais produzidos durante o ciclo de vida dos baculovírus. 

 
 

À esquerda está representando o BV, com um único nucleocapsídeo envolto pela membrana  
celular e proteínas virais inseridas.  No caso de um NPV I, a proteína GP64 forma peplômeros 
em uma das pontas da partícula de BV. Ao meio, está representado um ODV com diversos 
nucleocapsídeos envoltos pelo mesmo envelope.  À direita está representado um corpo de 
oclusão, o poliedro, onde os ODVs dos NPVs estão embebidos e protegidos das adversidades 
do ambiente. 
Fonte: adaptada de http://commons.wikimedia.org/wiki/Baculovirus.  Com permissão. 

 

O ciclo infeccioso de um Alphabaculovirus tem início quando o inseto ingere o 

poliedro presente no meio ambiente (Figura 3).  Estes vírus evoluíram de forma a iniciar a 

infecção no intestino médio do inseto, onde o corpo de oclusão é dissolvido em pH alcalino 

(pH = 10,5 a 11,0) e os ODVs são liberados no lúmen intestinal (Dow, 1992).  Essas 

partículas atravessam a membrana peritrófica (PM), barreira física de proteção do intestino 

médio do inseto, sendo que alguns baculovírus ainda possuem enhacinas capazes de degradar 
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componentes da PM (Wang, Granados, 1997).  As proteínas responsáveis pela infectividade 

oral presentes no envelope lipoprotéico dos ODVs se ligam aos receptores das células 

colunares do intestino médio (Fang et al., 2006; Faulkner et al., 1997; King, Possee, 1992; 

Peng et al., 2012).  Isso permite que os vírions consigam se fundir e penetrar no citoplasma, 

dando início à infecção primária.  Uma vez dentro da célula, os nucleocapsídeos são 

direcionados ao núcleo através da polimerização de filamentos de actina que penetram pelos 

poros nucleares, onde são desnudados, liberando o DNA viral (Charlton, Volkman, 1991; 

Lanier, Volkman, 1998; Ohkawa et al., 2010).  A partir desse momento, o vírus controla a 

maquinaria celular e inicia a sua replicação com a transcrição de alguns genes virais, seguida 

da síntese de DNA viral (Granados et al., 1986).  Os primeiros nucleocapsídeos são 

produzidos no núcleo e migram para o citoplasma, em direção membrana à plasmática já 

modificada pela inserção de proteínas do envelope; glicoproteínas GP64 no caso do grupo I e 

proteínas F no caso do grupo II (Blissard, Rohrmann, 1990).  Assim é produzido o fenótipo 

BV, que deixa a célula hospedeira por brotamento polarizado da membrana celular (O'Reilly 

et al., 1993).  As proteínas presentes no envelope lipoproteico do BV (GP64 e/ou proteína F) 

formam peplômeros que se ligam aos receptores celulares, dando inicio à infecção célula a 

célula.  A infecção sistêmica segue pelo tecido traqueal, células da hemolinfa, corpo 

gorduroso, túbulos de Malpighi e por fim células cerebrais da lagarta (Soares, Ribeiro, 2005).  

Na fase tardia da infecção há intenso acúmulo de nucleocapsídeos nos núcleos celulares, onde 

são envelopados em grupos e dão origem aos ODVs, que promovem grande aumento do 

volume nuclear e culminam na lise da célula (Granados et al., 1986).  A nova progênie de 

poliedros é liberada no ambiente pelo excremento ou quando o inseto morre (Keddie et al., 

1989).  Alguns insetos infectados podem migrar para um lugar mais elevado na planta, o que 

facilita a ação de predadores e a dispersão dos corpos de oclusão, comportamento controlado 

pela expressão de dois genes virais, ptp e egt (Hoover et al., 2011; Kamita et al., 2005; 

Katsuma et al., 2012).  Os poliedros presentes no solo e nas folhas são responsáveis pela 

disseminação dos baculovírus de inseto para inseto.  Tais estruturas são muito estáveis e 

resistentes, protegendo os vírions de degradação e inativação no meio ambiente, 

principalmente por radiação ultravioleta (UV) (Coulibaly et al., 2009; Granados et al., 1986). 
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Figura 3 - Ciclo biológico ilustrativo de um Alphabaculovirus. 

 

Os poliedros presentes nas plantações (P) são ingeridos pelas lagartas.  No intestino médio, 
são dissolvidos e os ODVs são liberados, iniciando a infecção primária. Os nucleocapsídeos 
(NC) são encaminhados para o núcleo, onde há intensa replicação viral culminando na 
produção de BVs, responsáveis pela infecção secundária dos tecidos da lagarta.  Nos estágios 
finais da infecção, os poliedros são acumulados nos núcleos das células infectadas e 
ocasionam lise.  A nova progênie de poliedros (P) é liberada no ambiente, onde servirão de 
inóculo para infecções em novas lagartas. 
Fonte: Adaptada com permissão de (King, Possee, 1992). 

 

1.3 Regulação gênica e replicação dos baculovírus 

 

A produção de dois fenótipos durante o ciclo de vida dos baculovírus é reflexo de um 

diferente padrão de regulação gênica que ocorre em cascata, onde genes expressos em uma 

fase temporal coordenam a expressão de genes da fase seguinte (O'Reilly et al., 1993).  Nesta 

cascata, a expressão gênica viral é dividida em três fases: (i) precoce (early - E), composta de 

genes preferencialmente expressos de uma a seis horas pós infecção (p.i.), (ii) tardia (late - L), 

genes expressos de seis a dezoito horas p.i, e (iii) muito tardia (very late - VL), genes 

expressos de dezoito horas p.i.  até o final da montagem viral (King, Possee, 1992). 
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1.3.1 Fase precoce e replicação do DNA viral 

 

Esta fase se caracteriza pelo começo do ciclo viral e da manipulação do metabolismo 

celular.  Os genes desta fase são transcritos pela RNA polimerase DNA-dependente II celular 

que reconhece os promotores precoces virais similares aos celulares (Herniou et al., 2003; 

King, Possee, 1992).  Além disso, os genes desta fase são subdivididos em duas classes: 

imediata (immediate-early - IE) e precoce tardia (delayed early - DE).  Na fase imediata, dois 

genes críticos são transcritos, ie-1 e ie-0,. A proteína IE-1 é acumulada muito precocemente 

no núcleo e interage diretamente com o DNA viral.  IE-1 e IE-0 são responsáveis pela 

ativação transcricional de genes da fase seguinte.  Ademais, a expressão de IE-1 está 

diretamente relacionada à replicação do DNA viral e à inibição precoce de apoptose na célula 

infectada (Choi, Guarino, 1995; Leisy et al., 1995; Schultz et al., 2009).  Os genes expressos 

na fase DE estão relacionados à síntese do DNA viral, como DNA pol, helicase (p143), lef-1 

(late expression factor-1), lef-2 e lef-3.  Com os produtos destes genes traduzidos, a 

maquinaria de replicação é formada. 

Acredita-se que os baculovírus utilizem diferentes regiões do genoma como pontos de 

origem de replicação ou sequências iniciadoras, como: (i) regiões homólogas repetitivas, 

(hrs), (ii) sequências não hrs e (iii) promotores precoces.  As hrs são frequentemente 

palíndromos imperfeitos, com 30 pb, que ocorrem em várias regiões do genoma (Wu et al., 

1999). A proteína IE-1 se liga as hrs facilitando a entrada da maquinaria de replicação do 

DNA viral (Kool et al., 1994; Okano et al., 2006).  Sucintamente, a Helicase inicia a abertura 

da dupla fita de DNA com a provável ajuda de uma topoisomerase celular (Craig, Nash, 1983; 

Okano et al., 2006).  Uma vez formada a forquilha de replicação, os DNAs fita simples são 

estabilizados pela LEF-3, que possibilita a formação do complexo de primases, LEF-1 e LEF-

2.  Este complexo sintetiza uma sequência curta de oligonucleotídeos que servirá de molde 

para a DNA polimerase continuar o processo no sentido 5’-3’ da nova cadeia.  No sentido 

contrário,  são produzidos os fragmentos de Okasaki na replicação da fita 3’-5’ que serão 

ligados pela DNA ligase do hospedeiro, uma vez que a DNA polimerase processa apenas no 

sentido 5’-3’ (Okano et al., 2006).  A Helicase (P143) e LEF-3 também atuam na inibição de 

apoptose na célula infectada (Schultz, Friesen, 2009).  Além dessas, outras proteínas também 

estão envolvidas no processo de síntese de DNA, como a nuclease alcalina (Alk-Exo), 

conservada em todos os baculovírus.  Esta proteína se associa ao DNA de fita simples, 

apresenta atividade exonuclease e endonuclease no sentido 5’-3’, digere uma pequena região 

24



Tese Doutorado  Carla Torres Braconi 

 
 

do DNA recém duplicado e forma uma cauda de DNA fita simples na extremidade 3’ de cada 

DNA, que pode se ligar por homologia em outras sequências e gerar fragmentos maiores 

(Mikhailov et al., 2003, 2004; Okano et al., 2006).  Na fase DE ainda são expressos os genes 

relacionados à transcrição, como RNA polimerase viral, constituída do produto de quatro 

genes, lef-4, lef-8, lef-9 e p47 (Gross, Shuman, 1998), e alguns genes auxiliares necessários 

para modulação celular, como pp31. 

 

1.3.2 Fase tardia 

 

A fase tardia (late - L) se inicia ao final da replicação do DNA viral e os genes desta 

fase já são transcritos pela RNA polimerase viral que reconhece os motivos do início de 

transcrição A/G/T TAAG (Blissard, Rohrmann, 1990; Gross, Shuman, 1998).  Nesta fase, são 

expressos os genes relacionados a estrutura da partícula viral, como: nucleocapsídeo e 

envelope viral (King, Possee, 1992).  Os genes estruturais conservados em todos baculovírus 

são transcritos nesta fase: gp41, p6.9, vp39, vp1054, p74, vp91, odv-e56 e odv-e27.  As 

proteínas codificadas a partir destes genes estão diretamente envolvidas com o 

empacotamento do DNA sintetizado na fase anterior, para formação dos novos 

nucleocapsídeos que darão origem primeiramente ao fenótipo BV (Herniou et al., 2003).  

Nesta fase, também são transcritos os genes auxiliares e moduladores de respostas celulares, 

ocasionadas pela infecção viral.  Entre estes, estão os genes que suprimem a resposta de morte 

programada da célula, a apoptose. Um bom exemplo são os genes Iaps (anti-apoptóticos), p35 

e p49 (Clem, Miller, 1994; Clem, 2001 A família gênica Iaps foi primeiramente descrita em 

baculovírus, no granulovírus Cydia pomonella (CpGV) e no nucleopoliedrovíus Orgyia 

pseudotsugata (OpMNPV) {Birnbaum, 1994 #1123) A família gênica Iaps foi primeiramente 

descrita em baculovírus, no granulovírus Cydia pomonella (CpGV) e no nucleopoliedrovíus 

Orgyia pseudotsugata (OpMNPV) (Birnbaum et al., 1994). Estes genes apresentam um 

motivo conservado BIR de aproximadamente 70 aminoácidos no N-Terminal único desta 

família e um domínio ring finger de 40 aminoácidos no C-terminal, que transfere ubiquitina 

para proteínas celulares apoptóticas, encaminhando-as para via de degradação (Crook et al., 

1993; Vaux, Silke, 2005).  Nos baculovírus, já foram identificados por homologia cinco 

cópias ou genes parálogos de Iaps (iaps-1 a 5); contudo apenas uma das cópias apresenta 

função anti-apoptótica (Clem, 2007; Luque et al., 2001).  Recentemente, demonstrou-se que a 

iap-1 apresenta atividade contrária e estimula apoptose na fase tardia em HycuMNPV 
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(Hyphantria cunea multiple nucleopolyhedrovirus), AcMNPV, BmNPV e OpMNPV (Orgyia 

pseudotsugata multiple nucleopolyhedrovirus) (Ikeda et al., 2011).  Além desta família 

gênica, na fase tardia os baculovírus também expressam moduladores de ciclo celular, como é 

o caso dos genes odv-e27 e pk1.  A odv-e27 é homóloga à ciclina B de Bombyx mori. Logo, 

além do papel estrutural no nucleocapsídeo, a proteína age na fase G2 do ciclo celular, 

induzindo a célula a continuar nesta fase, o que permite a finalização da replicação viral 

(Baluchamy, Gopinathan, 2005).  Uma função similar foi associada a pk1 em AcMNPV e 

BmNPV, promovendo a parada no ciclo celular em fase G2 (Katsuma et al., 2007; Mishra et 

al., 2008; Reilly, Guarino, 1994). 

 

1.3.3 Fase muito tardia 

 

Na fase muito tardia, os vírions são ocluídos nos corpos de oclusão e dois genes 

estruturais são hiperexpressos: a poliedrina, predominante no corpo de oclusão e a P10, 

proteína de 10 kDa envolvida no processo de oclusão das partículas virais via associação ao 

citoesqueleto celular e na lise celular no final da infecção (Van Oers, Vlak, 1997).  Estes 

genes podem ser deletados do genoma dos baculovírus sem afetar a produção dos fenótipos 

virais, especialmente o ODV.  Ademais, os promotores destes genes muito tardios são 

amplamente utilizados em vetores de expressão de genes heterólogos.  Alguns estudos 

demonstraram que a presença de uma sequência de 8 pares de bases antes do códon de inicio 

(ATG) determina a atividade máxima dos promotores de genes muito tardios (Rankin et al., 

1988).  A proteína VLF-1 interage para ativar a expressão de poliedrina e p10 (Mistretta, 

Guarino, 2005; Yang, Miller, 1999). O gene vlf-1 é um gene core, que codifica a uma proteína 

pertencente a família de proteínas λ integrase, que catalisam o rearranjo de DNA,  presentes 

em uma variedade de vírus e organismos (Iamarino et al., 2012; Okano et al., 2006).  

Evidências sugerem que esta proteína pode estar envolvida com o empacotamento dos novos 

genomas nos baculovírus. 

 

1.4 Evolução da família Baculoviridae 

 

Como mencionado anteriormente, os estudos filogenéticos de genomas completos 

realizados com baculovírus possibilitaram a identificação do conteúdo gênico, sua 

conservação e apontaram as relações entre os membros desta família e, portanto, como eles 
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podem ter evoluído (Garcia-Maruniak et al., 2004; Herniou et al., 2003; Lauzon, 2006; 

Oliveira et al., 2006b; Wolff et al., 2008; Zanotto et al., 1993; Zanotto, Krakauer, 2008).  A 

filogenia de baculovírus evidencia uma série de mecanismos de interação com o hospedeiro 

conservadas em diversos organismos evolutivamente relacionados, apresentando maior 

similaridade entre os baculovírus que infectam Lepidópteras (NPVs e GVs) do que entre os NPVs 

que infectam as ordens Himenóptera e Díptera (Herniou et al., 2003).  Uma característica dos 

vírus de DNA que infectam células eucarióticas é a capacidade de inserir, deletar, duplicar, 

recombinar e/ou transpor parte do seu genoma com o genoma do hospedeiro. Esta troca do 

material genético pode possibilitar novas interações, como a ampliação de espectros de 

hospedeiros ou até ganho de função (Miele et al., 2011).  Especula-se que durante a evolução 

os baculovírus devem ter infectado um ancestral comum de himenópteros, dípteros e 

lepidópteros e com a divergência destes, há aproximadamente 350 milhões de anos 

coevoluíram com seus respectivos hospedeiros (Herniou et al., 2004).  Esta interação 

possibilitou que os baculovírus ganhassem funções específicas como a aquisição recente da 

proteína homóloga à Poli (ADP-ribose) polimerase (PARP) celular presente apenas no 

AgMNPV (Castro Oliveira et al., 2008; Oliveira et al., 2006b).  Esta proteína pode possuir 

função similar as PARP-1 encontradas em outros organismos com um papel importante na 

manutenção da integridade do DNA (Smulson et al., 1994).  Da mesma forma, em 

Drosophila, estão envolvidas na elongação do telômero, na estrutura da cromatina e 

transcrição de uma variedade de gene relacionados a imunidade, resistência a estreses, 

resposta a hormônio e ainda há indícios de sua relação com a inibição de retroelementos 

(Tulin et al., 2006). 

Outros genes importantes do hospedeiro também foram sequestrados pelos 

baculovírus, como é o caso das enzimas catepsina e quitinase, que facilitam a degradação do 

inseto e o liquefazem na fase final do ciclo viral.  A catepsina esta presente na maioria dos 

NPVs dos grupos I e II e em alguns genomas de GVs, e as catepsinas de AcMNPV e BmNPV 

apresentam similaridade de 60% de seus aminoácidos com a catepsina de Bombyx mori 

(Daimon et al., 2006).  No entanto, estas enzimas não estão presentes no Anticarsia 

gemmatalis múltiplo nucleopoliedrovírus (AgMNPV).  Durante a evolução dos baculovírus, 

outras duas proteínas foram adquiridas do hospedeiro ancestral, a EGT e PTP-1, ambas 

envolvidas com comportamento conhecido como ELA (enhanced locomotory behavior).  

Estas proteínas estimulam as lagartas infectadas a migrarem para lugares mais elevados de 

plantas ou árvores, facilitando a dispersão dos corpos de oclusão recém formados.  A EGT, 
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ecdysteroid uridine 5´-diphosphate (UDP) – glucosyltransferase, foi descrita associada a ELA 

em lagartas Lymantria dispar infectadas com LdMNPV (Lymantria dispar múltiplo 

nucleopoliedrovírus) (Hoover et al., 2011).  Já a PTP-1 é uma fosfatase de proteínas com 

resíduos de tirosina ou de serina/treonina conservada somente nos NPV do grupo I.  

Recentemente, foi associada à hiperatividade locomotora em Bombyx mori infectada com 

BmNPV (Katsuma et al., 2012). 

 

1.5 A família Baculoviridae: aplicação biológica e benefícios econômicos 

 

Doenças de insetos são conhecidas desde o século XVI, quando pela primeira vez 

lagartas do bicho-da-seda foram descritas liquefeitas (Benz, 1986).  Contudo, somente no 

século XX a família Baculoviridae foi identificada e caracterizada (Miller, 1996).  Em 

seguida, diversos estudos sobre baculovírus demonstraram que estes vírus não replicam em 

vertebrados, plantas e microrganismos.  Aproximadamente cinquenta produtos baseados nesta 

família viral foram comercialmente utilizados em plantações no mundo inteiro (Moscardi, 

1999).  Desde 1975, países como os Estados Unidos da América utilizam vírus desta família 

no controle de pragas, como a aplicação de Helicoperva zea NPV (HzNPV) registrada como 

GemStarTM em plantações de algodão no controle de pragas dos gêneros Heliothis e 

Helicoperva (Couch, Ignoffo, 1981; Moscardi, 1999).  Outro baculovírus importante foi o 

Helicoperva armigera SNPV (HaSNPV), utilizado em plantações de algodão, soja e tomate 

infestadas pela lagarta Helicoperva armigera em países como Austrália, China e Índia 

(Erlandson, 2008; Moscardi, 1999; Sun, Peng, 2007; Yang et al., 2012).  Na China, os NPVs 

contra a H. armigera já foram utilizados em mais de 100 mil hectares/ano (Sun, Peng, 2007; 

Yang et al., 2012).  Diversos bioinseticidas virais foram baseados no baculovírus Cydia 

pomonella granulovírus (CpGV), aplicados em pomares de maçã e pera contra a Cydia 

pomonella em diversos países da Europa, Argentina, Canadá e Rússia (Erlandson, 2008; 

Moscardi, 1999).  No Brasil, alguns membros da família Baculoviridae também foram 

utilizados, como o Spodoptera frugiperda múltiplo nucleopoliedrovírus (SfMNPV) em mais 

de 20 mil hectares/ano em plantações de milho (Moscardi, 1999; Wolff et al., 2008) e 

Anticarsia gemmatalis múltiplo nucleopoliedrovírus (AgMNPV) em aproximadamente 2 

milhões de hectares de plantações de soja em 2003/2004.  Os incentivos para a utilização 

comercial deste baculovírus ocorrem desde a década de 80, quando a Empresa Brasileira de 

Pesquisa e Agropecuária (EMBRAPA) iniciou o maior programa de controle biológico contra 
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a lagarta Anticarsia gemmatalis (figura 4) (Moscardi, 1999; Moscardi et al., 2011).  Este 

baculovírus também foi utilizado em outros países: Argentina, Paraguai e México (Moscardi, 

1999; Moscardi et al., 2011).  Como já mencionado, estes vírus também foram aplicados em 

áreas florestais. Um bom exemplo foi a formulação baseada em Lymantria dispar MNPV 

(LdMNPV) em florestas temperadas contra a ordem Lepidóptera.  Ademais, estes 

ecossistemas apresentam maior estabilidade que áreas de monocultura agrícolas, o que 

permite que os membros da família Baculoviridae ocorram naturalmente e permaneçam no 

meio ambiente por mais tempo (Erlandson, 2008; Moscardi, 1999; Szewczyk, 2009). 

 

Figura 4 - Foto da lagarta Anticarsia gemmatalis, praga da monocultura de soja, e 
microscopia eletrônica de um poliedro do baculovírus AgMNPV. 

 

 
À esquerda, a lagarta Anticarsia gemmatalis se alimentando e promovendo danos à plantação 
de soja. À direita, uma foto de microscopia eletrônica ilustrando a formação dos poliedros 
(AgMNPV); ainda é possível observar a presença de vários nucleocapsídeos ODVs em seu 
interior. 
Fonte: Adaptada do site da Embrapa (www.embrapa.br) e (Szewczyk et al., 2006).  Com 
permissão. 

 

A segunda utilização dos vírus desta família, veio com a descoberta de promotores 

fortes presentes nos genes estruturais muito tardios (p10 e poliedrina) que são genes não 

essenciais.  Em seguida, estes vírus passaram a ter grande relevância na biologia molecular 

como ótimas ferramentas para clonagem e expressão de genes heterólogos (Hofmann et al., 

1995; Szewczyk et al., 2006).  As primeiras proteínas expressas no sistema baculovírus foram 

o β-interferon (Smith et al., 1983) e a interleucina-2 (Smith et al., 1985), ambos produzidos 

em AcMNPV.  O baculovírus melhor caracterizado até o momento é o AcMNPV, 

considerado o protótipo da família.  Porém, tanto o AcMNPV quanto o BmNPV tornaram-se 

úteis como vetores versáteis de expressão de genes heterólogos (Maeda, 1989), por meio dos 

quais é possível se produzir títulos de proteína mais altos que em outros sistemas eucarióticos 

de expressão (Brown et al., 1991).  Convenientemente, os genomas de baculovírus são 
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grandes e permitem a inserção de grandes fragmentos de DNA de aproximadamente 20 Kb.  

Por este motivo, consegue-se expressar múltiplos genes heterólogos, bem como possibilitam a 

inserção de sequências sinais específicas no gene “engenheirado”, fazendo com que a proteína 

expressa seja exportada para fora da célula (Brown et al., 1991; French et al., 1990).  Este 

sistema ainda permite a expressão de glicoproteínas de mamíferos com modificações 

póstraducionais do tipo N-glicosilação.  Nestes casos, é necessário utilizar uma linhagem de 

inseto geneticamente modificada que apresenta a capacidade de produzir os N-glicanos com 

ácido siálico na cadeia terminal, uma vez que a glicosilação de insetos é mais simples que a 

de mamíferos (Harrison, Jarvis, 2006).  No entanto, os baculovírus são de fácil manipulação 

em laboratório com diversas culturas de células bem estabelecidas.  

A utilização mais recente estabelece os vírus da família como possíveis candidatos a 

vetores de expressão para o uso em terapia gênica.  Estudos da década de 80 baseados em 

AcMNPV demonstraram que 35 linhagens de vertebrados foram infectadas por baculovírus, 

sem evidência de replicação mas com a presença de nucleocapsídeo no núcleo celular 

(Volkman, Goldsmith, 1983).  Desde de então, o fenótipo BV passou a ser utilizado como 

ferramenta biotecnológica para transdução em diversos tipos celulares, incluindo células 

primárias, células progenitoras e células tronco apresentando baixa citotoxidade (Airenne et 

al., 2013; Boyce, Bucher, 1996; Hu, 2006; Kost et al., 2005).  Atualmente, estudos ex vivo e 

in vivo baseados em vetores de baculovírus para terapia gênica estão sendo realizados com 

sucesso em uma variedade de tumores (Kim et al., 2010; Wang, Balasundaram, 2010).  Estes 

vírus ainda são candidatos promissores como adjuvantes vacinais, com imunidade protetora in 

vivo (Madhan, 2010). 

 

1.6 O Alphabaculovirus Anticarsia gemmatalis múltiplo nucleopoliedrovírus 

 

Como já mencionado, o baculovírus melhor caracterizado da família é o AcMNPV.  

Este foi o primeiro baculovírus a ter seu genoma completamente sequenciado (Ayres et al., 

1994) e a ter sua composição proteica estrutural identificada (Braunagel, 2003).  Embora a 

maioria dos estudos sejam realizados em AcMNPV, o baculovírus mais utilizado como agente 

de controle biológico foi o Anticarsia gemmatalis múltiplo nucleopoliedrovírus (AgMNPV), 

originalmente isolado da lagarta-da-soja Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) em 

Campinas, em 1972 (Allen, Knell, 1977).  Desde a década de 1980, alguns estudos foram 

realizados a fim de se identificar e distinguir os diferentes genótipos dos vírus coletados em 
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1979, determinado o isolado 2D como protótipo da espécie AgMNPV, que representava cerca 

de 40% dos isolados obtidos (Maruniak et al., 1999).  O estabelecimento da linhagem celular 

UFL-AG-286 derivada da lagarta Anticarsia gemmatalis facilitou o cultivo in vitro deste 

baculovírus (Sieburth, Maruniak, 1988).  Em 1989, o mapa físico do genoma deste vírus foi 

resolvido através de análises de restrição (Maruniak, 1989), o gene da poliedrina e sua 

sequência promotora foram identificadas (Zanotto et al., 1992).  Posteriormente, as hrs do 

AgMNPV foram também elucidadas (Garcia-Maruniak et al., 1996).  No ano de 1997, quatro 

linhagens celulares de Lepidópteros distintos foram verificadas quanto à suscetibilidade ao 

AgMNPV.  Na linhagem UFL-AG-286 a infecção foi a mais produtiva, seguida da infecção 

em IPLB-SF-21 (derivada da lagarta Spodoptera frugiperda), sendo menos eficiente na 

linhagem IPRI-CF-124T (derivada de Choristoneura fumiferana) e abortiva na linhagem BM-

5 (derivada de Bombyx mori) (Castro et al., 1997).  Em 2001, foi construído o vírus 

recombinante (vAgGalA2) contendo o gene da β-galactosidase (β-gal) sob controle do 

promotor da poliedrina.  Esta reconstrução mostrou capacidade de atingir altos níveis de 

expressão de proteínas heterólogas (Ribeiro et al., 2001).  Em 2005, as larvas de Anticarsia 

gemmatalis infectadas com o AgMNPV recombinante (vAgEGT∆-lacZ), foram monitoradas 

temporalmente durante a evolução das infecções primárias e secundárias nos diferentes 

tecidos através da expressão do gene lac-, em vinte quatro horas pós infecção todos os tecidos 

estavam completamente infectados pelo vAgEGT∆-lacZ (Soares, Ribeiro, 2005).  Em 2006, o 

sequenciamento de seu genoma foi concluído (132.242 bp e 40.427 resíduos) possibilitando a 

identificação de 152 ORFs (Open Reading Frames) com no mínimo 50 aminoácidos, ou seja, 

fases de leitura abertas ou potencialmente codificando genes (Figura 5) (Oliveira et al., 

2006b).  Dentre elas, foram identificadas três novas ORFs que não ocorrem em nenhum outro 

baculovírus e, portanto, podem ser exclusivas deste vírus.  Além dessas, no genoma do 

AgMNPV-2D foram identificados 26 genes responsáveis pela expressão de proteínas 

estruturais, sendo que 22 são conservados em todos os baculovírus sequenciados até o 

momento: PIF-2 (Ag12), VP1054 (Ag55), VLF-1 (Ag76), GP41 (Ag79), VP91/P95 (Ag82), 

VP39 (Ag86), P33 (Ag89), ODV-E25 (Ag91), Helicase (P143) (Ag92), 38K (Ag94), P6.9 

(Ag96), P40 (Ag97), P48 (Ag99), ODV-EC43 (Ag107), PIF-3 (Ag114), PIF-1 (Ag117), Alk-

Exo (Ag129), P74 (Ag134), P49 (Ag138), ODV-E18 (Ag139), ODV-E27 (Ag140), ODV-E56 

(Ag144) e quatro estão presentes em todos baculovírus que infectam Lepidópteras: 25K FP 

(Ag61), ODV-E66 (PIF-5) (Ag49), PK1 (Ag151) e Poliedrina (Ag1) (Garavaglia et al., 2012; 

Herniou et al., 2003). 
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Figura 5 - Esquema do genoma do AgMNPV-2D 

 

As setas representam as 152 ORFs anotadas no genoma do AgMNPV-2D com 132.239 pb. 
Em vermelho estão indicadas as ORFs na fita positiva e em azul as ORFs na fita negativa. Em 
laranja foram representadas as hrs, sequências repetitivas.  A linha preta no interior do ciclo, 
significa o conteúdo GC (em%). 
Fonte: Adaptada de (Oliveira et al., 2006b). Com permissão. 

 

No Brasil, o AgMNPV foi amplamente utilizado, proporcionando ao país 

consideráveis benefícios econômicos e ambientais (Moscardi, 1999; Moscardi et al., 2011).  

Porém, em 2007 o programa de controle biológico reduziu drasticamente a aplicação deste 

baculovírus para 300.000 ha/ano nas plantações de soja.  Alguns fatores foram determinantes 

para a redução do programa, incluindo: a resistência dos agropecuaristas em usar métodos 

naturais, o tempo de morte das lagartas, que pode chegar a cinco dias e portanto, continuavam 

a danificar a plantação durante esse tempo, a manutenção constante de um isolado mais 
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virulento no campo, a necessidade do monitoramento das larvas de AgMNPV na plantação e a 

comum dupla ou e até tripla infestação com outras espécies de insetos nas plantações de soja, 

como a lagarta falsa medideira, Pseudoplusia includens, que não é infectada pelo AgMNPV, e 

a ocorrência de lagartas do gênero Helicoverpa (Moscardi et al., 2011) (www.embrapa.br).  A 

introdução destas novas espécies foi ocasionada por um processo acumulativo de práticas 

inadequadas de cultivo em áreas muito extensas e adjacentes, associadas a um manejo 

inapropriado de agrotóxico, tornando o agroecossistema mais suscetível aos insetos-praga 

(Moscardi et al., 2011). 

Recentemente, a análise de transcrição gênica global do AgMNPV-2D foi finalizada 

em duas linhagens distintas de Lepidópteras empregando a ferramenta de PCR em tempo real.  

Neste estudo, foram observados transcritos para 149 ORFs do AgMNPV-2D nas duas 

linhagens utilizadas (Oliveira et al., 2013).  O padrão de expressão observado em UFL-AG-

286 foi utilizado para montagem da rede regulatória (GRN) do AgMNPV-2D e foram levados 

em conta os aspectos da dinâmica temporal e informação da concentração dos RNA 

mensageiros produzidos durante o ciclo viral (Oliveira et al., 2013).  A rede de expressão 

possibilitou identificar os genes com alta conectividade e grande relevância para integridade 

da GRN: gp64 (Ag124) e egt (Ag 18) (Figura 6) (Oliveira et al., 2013).  Além disso, foi 

possível identificar cinco comunidades (I-V) distintas, sendo que os genes que codificam para 

proteínas estruturais se concentraram densamente na comunidade I (Figura 6).  Contudo, a 

análise de expressão gênica não significa que todas as proteínas serão traduzidas e que seus 

produtos serão funcionais (Tyers, Mann, 2003).  Assim, o estudo com as proteínas que 

compõe a estrutura do AgMNPV, bem como aquelas que auxiliam a infecção, permite um 

maior entendimento da morfologia, multiplicação e possíveis proteínas celulares associadas a 

este baculovírus. 

  

33



Tese Doutorado  Carla Torres Braconi 

 
 

Figura 6 - Rede regulatória (GRN) baseada no transcriptoma do AgMNPV-2D a partir 
da infecção em células UFL-AG-286  

 

 

A rede de expressão do AgMNPV foi representada com as 149 ORFs e seus componentes 
diretamente ligados (setas).  O números se referem às ORFs (nós) e o tamanho de cada nó é 
proporcional ao valor de betweenness centrality (BC) e ao coeficiente de stress (SC). Os 
números em vermelho representam os 37 genes core.  Estes dois parâmetro indicam a 
importância de cada ORF na rede do AgMNPV (programa Cytoscape v2.8.0).  Além disso, 
foi possível identificar 5 comunidades (I-V) pelo método de clusterização do programa GLay, 
com os genes que codificam a proteínas estruturais densamente concentrados na comunidade 
I. 
Fonte: Adaptada do trabalho de (Oliveira et al., 2013). Com permissão. 
 

1.7 Estudo proteômico na família Baculoviridae 

 

As proteínas virais são reguladas principalmente por modificações póstraducionais que 

promovem a interação direta vírus-célula (Steen, Mann, 2004; Zhang et al., 2010b). 

Geralmente, os estudos de proteomas de vírus ajudam a identificar suas proteínas estruturais e 

as proteínas celulares que podem ser levadas junto da partícula como: actina, β tubulina, fator 

de elongação 1α e 2, HSP70 e 90 (Maxwell, Frappier, 2007).  Além disso, proteomas virais 
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permitem relacionar novas proteínas que não foram previamente inferidas com os dados de 

sequenciamento e análise de transcriptoma.  Neste sentindo, o primeiro estudo utilizando 

abordagens proteômicas foi realizado no fenótipo ODV do AcMNPV e possibilitou a 

identificação de 44 proteínas neste fenótipo (Braunagel, 2003).  Desde 2003, outros 

proteomas de ODV foram descritos, como: Culex nigripalpus nucleopoliedrovírus (CuniNPV) 

(Perera et al., 2007), Helicoperva armigera nucleopolíedrovirus (HearNPV) (Deng et al., 

2007), Bombyx mori nucleopoliedrovíus (BmNPV) (Liu et al., 2008), Chrysodeixis chalcites 

nucleopoliedrovírus (ChChNPV) (Xu et al., 2011) e o Pieris rapae granulovírus (Wang et al., 

2011).  Em 2010, Wang e colaboradores (Wang et al., 2010) descreveram pela primeira vez o 

proteoma do fenótipo BV do AcMNPV e identificaram 34 proteínas estruturais, ente elas 13 

inéditas.  Além disso, 11 proteínas celulares foram encontradas na estrutura do BV (Wang et 

al., 2010).  O estudo mais recente e completo da família foi realizado em HearNPV.  

Empregando-se cinco abordagens distintas de proteômica foi possível identificar e quantificar 

todas as proteínas que compõe os dois fenótipos virais, inclusive as celulares (Hou et al., 

2013).  Além disso, todas as modificações póstraducionais, como N-glicosilação, fosforilação 

e acetilação do N-terminal de todas as proteínas de BV e ODV foram analisadas (Hou et al., 

2013). 

Estes trabalhos identificaram um padrão de distribuição das proteínas encontradas nos 

dois fenótipos da família Baculoviridae.  Entre as identificas, oito estão presentes no envelope 

do ODV: P74 (per os infectivity factors, PIF0), PIF1, PIF2, PIF3, PIF4, PIF5 (ODV-E66), 

ODV-E25 e ODV-E56 (Figura 7) (Faulkner et al., 1997; Peng et al., 2012; Slack, Arif, 2007).  

Entretanto, apenas cinco destas proteínas são responsáveis pela formação de um complexo 

estável, formado pelas proteínas conservadas em todos os baculovírus: P74 (PIF0), PIF1, 

PIF2, PIF3 e PIF4 juntamente com a VP91/P95.  Este complexo promove o contato inicial do 

vírus com as células epiteliais do intestino médio (Peng et al., 2012).  Um estudo recente em 

SfMNPV também propõe a inclusão da proteína ODV-EC43 como parte das PIFs, 

renomeando a como PIF-6 (Simon et al., 2012).  Ademais, foi proposto o envolvimento desta 

proteína no complexo citado acima (Peng et al., 2012).  As proteínas ODV-E25 e PIF5 (ODV-

E66) possuem motivos transmembrana no N-terminal e ODV-E56 possui motivo 

transmembrana no C-terminal (Braunagel et al., 1996a; Russell, Rohrmann, 1993).  As três 

proteínas mencionadas também fazem parte do envelope do ODV, e embora não estejam 

diretamente relacionadas à ligação do vírus com a célula podem apresentar ação sinérgica 

com o complexo de PIFs facilitando a infecção do ODV (Peng et al., 2012).  A proteína de 
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envelope, ODV-E18, é compartilhada também pelo fenótipo BV, com papel importante 

durante a sua produção (McCarthy et al., 2008).  Outra proteína, FP25K de envelope está 

diretamente envolvida com o tráfico de proteínas no envelope do ODV (Braunagel et al., 

2004).  A GP41 está presente entre o envelope e o capsídeo em uma estrutura chamada de 

tegumento e é essencial para a saída do nucleocapsídeo do núcleo (Figura 7) (Olszewski, 

Miller, 1997a; Pan et al., 2005). 

 

Figura 7 - Estrutura ilustrativa dos fenótipos virais de um Alphabaculovirus 

 

 
O BV está representado à esquerda, demonstrando o DNA fita dupla condensado pela 
proteína p6.9, que auxilia no empacotamento do material genético no nucleocapsídeo, 
formado predominantemente pela proteína VP39.  No ápice do envelope bilipídico estão os 
peplômeros formados pela proteína GP64.  À direita estrutura está representado o ODV e sua 
estrutura.  Os nucleocapsídeos inseridos no tegumento, ocluídos no mesmo envelope.  Além 
disso, estão representadas todas possíveis proteínas estruturais presentes no envelope viral.  
Fonte: Adaptada de Slack & Arif, 2007 (Slack, Arif, 2007).  Com permissão. 

 
As metodologias proteômicas possibilitaram a identificação de proteínas associadas ao 

nucleocapsídeo do BV e do ODV.  Estas estruturas polares são formadas por uma garra na 

base e na outra extremidade o ápice (Figura 8).  Os nucleocapsídeos são montados em uma 

estrutura eletrodensa mencionada acima, o estroma virogênico (Fraser, 1986).  Estes 

apresentam similaridade nos dois fenótipos virais com muitas proteínas importantes 

compartilhadas: P6.9, VLF-1, VP39, P40, P49, VP80, PP78/83, ODV-E27, VP39, VP1054, 

P33 e 38K (Figura 8).  A P6.9 é uma proteína pequena e básica, rica em resíduos de arginina e 

serina/treonina, codificada por um dos genes core.  A arginina tem alta afinidade com o grupo 

fosfato do DNA, e nos baculovírus a p6.9 está diretamente ligada a condensação do DNA 
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viral (Wilson et al., 1987).  A proteína VLF-1 mencionada anteriormente, também está 

presente no nucleocapsídeo e é fundamental para produção do mesmo nos dois fenótipos 

virais (Li et al., 2005).  A VP39 é a principal proteína do nucleocapsídeo de BV/ODV, 

conservada em todos os baculovírus, e está intimamente relacionada com a reorganização da 

actina celular (Charlton, Volkman, 1991; Lanier, Volkman, 1998; Ohkawa et al., 2010).  

Ensaios realizados com duplo híbrido, demonstraram que a P40 (BV/ODV C42), PP78/83 e 

ODV-E27 estão relacionadas a base do nucleocapsídeo (Braunagel et al., 2001).  Além dessas 

três proteínas, a VP80 também está presente nesta estrutura e seus homólogos são encontrados 

em todos os baculovírus que infectam Lepidópteros (Marek et al., 2011).  A proteína p33 

forma um complexo estável com a proteína supressora de tumor do p53 hospedeiro e parece 

estar intimamente ligada a apoptose (Figura 8) (Prikhod'ko et al., 1999).  A p33 também é 

necessária para formação de ODV e produção de BV (Wu, Passarelli, 2010).  Já a proteína 

VP1054 possui homólogos em todos os baculovírus sequenciados até o momento e sua 

homologia com PURα celulares (Marek et al., 2013) foi recentemente demonstrada em 

AcMNPV.  Estas proteínas estão envolvidas em múltiplas funções celulares; uma delas é de 

se ligar a DNA fita simples e a RNA, preferencialmente em sequências repetitivas compostas 

de GGN, onde “N” pode ser qualquer nucleotídeo (Marek et al., 2013), ressaltando sua 

importância para formação dos nucleocapsídeos (Marek et al., 2013; Olszewski, Miller, 

1997b). 
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Figura 8 - Microscopia eletrônica e estrutura ilustrativa do nucleocapsídeo viral 

 

 
O nucleocapsídeo desnudado (em A) e agrupado (em B) foi representado com as proteínas 
estruturais e suas prováveis localizações em C.  Esta estrutura é muito semelhante nos dois 
fenótipos virais.  O diâmetro do nucleocapsídeo varia entre 40-70 nm diâmetro e 250-400 nm 
em comprimento.  O tamanho do nucleocapsídeo pode variar conforme o tamanho do genoma 
viral. 
Fonte: A e B, Zanotto (1985). C, adaptada de Slack & Arif, (Slack, Arif). Com permissão. 
 
1.8 Glicoproteína 64 (GP64) 

 

Como já mencionado anteriormente, a glicoproteína 64 de 60 kDa (GP64) é a maior 

proteína estrutural exclusiva do fenótipo BV presente somente nos nucleopoliedrovírus do 

Grupo I (Figura9) (Volkman, Goldsmith, 1984; Zanotto et al., 1993).  Esta glicoproteína está 

envolvida na fusão do fenótipo BV com a célula hospedeira, fundamental para infecção 

secundária (Oomens, Blissard, 1999).  Uma vez no interior da célula, regula a diminuição do 

pH, necessária para a liberação do nucleocapsídeo no citosol (Blissard, Wenz, 1992; Kingsley 

et al., 1999; Markovic et al., 1998).  No grupo NPV II, a proteína F possui função similar à 

GP64, contudo esta tem origem evolutiva distinta (Jkel et al., 2000; Lung et al., 2002).  Esta 

glicoproteína ainda é utilizada em vetores de terapia gênica, uma vez que tem capacidade de 

ligar-se a vários receptores celulares, entre eles uma variedade de receptores de células de 

mamíferos (Airenne et al., 2013; Hu, 2006; Kost et al., 2005; Wang, Balasundaram, 2010).  

Ainda é possível incorporar sequências ao N-terminal da proteína, tornando-a altamente 

imunogênica (Kost et al., 2005). 
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Figura 9 - Reconstrução filogenética baseada nas sequências de gp64 dos NPV I 

 
Nesta árvore filogenética foram utilizadas sequências de aminoácidos de 13 linhagens 
distintas de GP64.  Um ortólogo de GP64 compartilhado pelo vírus de RNA o Thogoto 
(Ortomyxoviridae), que é vetorado por ácaros (Morse et al., 1992), foi usado como grupo 
externo.  

 

A superfamília da GP64 presente nos baculovírus, que inclui também a glicoproteína 

(GP75) do Toghoto vírus (Família Ortomyxoviridae) (Morse et al., 1992), foi classificada 

como penetrina viral da classe III ou γ-penetrinas (Garry, Garry, 2008).  Como característica 

estrutural comum, as penetrinas da classe III possuem alças de fusão internas, domínios de α-

hélice estendidos e domínios centrais e uma pequena cauda citoplasmática na região carbóxi-

terminal transmembrânica (Kadlec et al., 2008).  A GP64 do AcMNPV teve sua estrutura 

resolvida por cristalografia por raio X.  Sua estrutura é alongada, em forma de um trímero 

composta por cinco domínios (I-V) (Figura 10 a) formados principalmente por folhas β, com 

o centro das α-hélices envolvido na trimerização (Figura 9b e c).  Nesta estrutura, ainda foi 

possível mapear os resíduos conservados entre GP64 e a GP75 do Toghoto vírus envolvidos 

na fusão vírus-célula.  Estes resíduos estão presentes na alça 1 (leucina 82) e alça 2 
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(fenilalanina 153 e alanina154) do domínio I (Kadlec et al., 2008).  Este achado corroborou o 

que havia sido descrito na estrutura da glicoproteína do vírus da estomatite vesicular (VSV) 

(Roche et al., 2006) e na estrutura da glicoproteína gB do herpesvírus-1 (Heldwein et al., 

2006), também penetrinas virais da classe III.  Posteriormente, a atividade da GP64 indicou 

que os domínios funcionais determinados no AcMNPV compartilhados entre os NPVs I, 

ectodomínio, o domínio transmembranico e, a cauda citoplasmática, eram 

surpreendentemente distintos no AgMNPV-2D (Li, Blissard, 2009).  Assim, estudar em maior 

detalhe a GP64 no AgMNPV é fundamental não só para o entendimento da infecção viral, 

mas também para futuras aplicações deste baculovírus. 

 

Figura 10 - Esquema da estrutura da GP64 de AcMNPV realizada por cristalográfia de 
raio X 

	
  
(a) Esquema dos cinco domínios resolvidos para GP64: I subdividido em Ia e Ib (resíduos 60-
217), II (resíduos 44-59 e 218-271), III (resíduos 22-39 e 398-373), IV (resíduos 374-407) e V 
(resíduos 413-460).  Nesta proteína, a sequência sinal está no resíduo 1-20 e cauda 
citoplasmática na região C-terminal entre os resíduos 461-482. (b e c) Representação do 
trímero da glicoproteína GP64. 
Fonte: Adaptada de Kadlec et al., 2008 (Kadlec et al., 2008). Com permissão. 
 

1.9 Métodos de Proteômica 

 

As primeiras abordagens proteômicas tinham como objetivo mapear as proteínas 

obtidas de amostras biológicas (E. coli, Mus musculus, Cavia porcellus) e determinar o perfil 

proteico por géis bidimensionais (2DE) (Klose, 1975; O'Farrell, 1975; Scheele, 1975).  Esta 

metodologia e os géis unidimensionais (SDS-PAGE) possibilitaram a separação e 

visualização das proteínas, mas a ausência de uma tecnologia sensível na época não permitia a 

identificação das mesmas (Graves, Haystead, 2002).  Neste sentido, a primeira metodologia 
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descritiva foi a Degradação de Edman, que possibilitou o sequenciamento de proteínas a partir 

de amostras separadas por 2DE e a criação do primeiro banco de dados de proteínas 

(Aebersold et al., 1987; Aebersold et al., 1988; Edman, 1949).  Desde a década de 1990, o 

método de detecção por Degradação de Edman foi amplamente substituído pela 

espectrometria de massas (MS) (Aebersold, Mann, 2003; Amster, 1996).  Assim, a 

espectrometria de massas tornou-se padrão ouro para proteômica, permitindo que a massa 

molecular (relação massa/carga (m/z)) de uma proteína e os peptídeos oriundos de sua 

fragmentação fossem identificados com alta sensibilidade, em poucos segundos (Aebersold, 

Mann, 2003; Graves, Haystead, 2002; Steen, Mann, 2004; Tyers, Mann, 2003).  Atualmente, 

as metodologias disponíveis possibilitam uma variedade de aplicações, como caracterizar 

todas proteínas expressas em um sistema, identificar todas suas isoformas e modificações 

póstraducionais, as interações proteína-proteína, as prováveis localizações e/ou 

compartimentalização, a quantificação das proteínas presentes e também a descrição estrutural 

de cada proteína (Aebersold, Mann, 2003; Graves, Haystead, 2002; Steen, Mann, 2004; Tyers, 

Mann, 2003; Wiese et al., 2007).  Basicamente, um espectrômetro de massas é composto por 

uma fonte de íons, um analisador de massa, um detector e um sistema de aquisição de dados 

(Figura 11) (Cantú, 2008).  As duas fontes de ionização mais utilizadas em um espectrômetro 

podem ser dos tipos: MALDI (matrix assisted laser desorptiom/ionization-time of flight) e 

ESI (Electrospray) (Aebersold, Mann, 2003; Cantú, 2008; Fenn et al., 1989; Karas, 

Hillenkamp, 1988). 

As amostras proteicas menos complexas são normalmente utilizadas em 

espectrômetros de massas com fonte do tipo MALDI.  Por outro lado, amostras biológicas 

complexas são mais indicadas aos espectrômetros de massa com fonte do tipo ESI, que ainda 

permitem integrar uma cromatografia líquida de alta performance (HPLC).  Assim, os 

peptídeos digeridos dos géis SDS-PAGE ou 2DE podem ser eluídos em ordem de 

hidrofobicidade e diretamente injetadas no espectrômetro de massas (Figura 11) (Aebersold, 

Mann, 2003; Steen, Mann, 2004).  Nesta etapa, os peptídeos são ionizados com um alto 

potencial elétrico de forma a preservar a estrutura polipeptídica, e as espécies são transferidas 

para fase gasosa (Cantú, 2008; Steen, Mann, 2004).  Estes peptídeos vaporizados entram no 

sistema a vácuo e são encaminhados para os analisadores de massas: quadrupólos (Q), ion-

traps, time-of-flight (TOF), orbitrap, entre outros (Figura 11) (Aebersold, Mann, 2003; Cantú, 

2008).  Os analisadores de massas ainda podem ser acoplados em sequência, o que faz com 

que os íons separados (íons percussores-MS) pela relação massa/carga no primeiro analisador 
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sejam fragmentados na próxima etapa.  Os íons mais intensos e mais informativos da etapa 

anterior são submetidos a dissociação por colisão (CID) de gás inerte (argônio, nitrogênio ou 

hélio) e o espectro final (MS/MS) é detectado. 

Figura 11 - Esquema de um espectrômetros de massas: fontes de ionização e 
analisadores de massas 

 

 
Os espectrômetro de massas são compostos por uma fonte de íons, um analisador de massa e 
um detector.  Na figura foram representadas os dois tipos de fontes de ionização: MALDI e 
ESI.  Logo após a ionização, os íons são encaminhados para os analisadores de massa: 
quadrupólos (Q), ion-traps, time-of-flight (TOF), orbitrap, entre outros. Além disso, estão 
representado dois analisadores de massas acoplados em sequência, MALDI-TOF/TOF (time-
of-flight) e ESI-Q-TOF (Quadrupolo/time-of-flight).  Ao final, os espectros de massas 
(MS/MS) gerados são detectados por eletromulplicadoras, que são os detectores mais comuns.  
Fonte: Adaptada de (Aebersold, Mann, 2003; Steen, Mann, 2004).  Com permissão. 

 

Posteriormente, estes espectros (MS/MS) que contém a relação m/z e a sequência de 

peptídeos são utilizados para análises de busca de proteínas em banco de dados pelos 

softwares Mascot, Masslynx, PeptideSearch, Sequest entre outros (Cantú, 2008).  O software 

Mascot, por exemplo, faz a busca dos espectros de massas obtidos (experimental) contra as os 

fragmentos teóricos preditos para todos os peptídeos depositados nos bancos de dados.  O 

cálculo envolve a probabilidade das m/z de um fragmento prático e teórico coincidirem de 

maneira aleatória, expresso como o negativo do logaritmo deste número, que é representado 

em score.  Quanto maior este valor, maior a confiabilidade do resultado gerado (Cantú, 2008).  

Os dados gerados pelo Mascot ainda podem ser validados por outro software, o Scaffold.  
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Neste software, dentre os algoritmos desenvolvidos, há a validação das proteínas encontradas 

pelo Mascot com valor expresso em porcentagem, e a cobertura de quantos espectros são 

gerados para cada proteína (Keller et al., 2002; Nesvizhskii et al., 2003). 

As metodologias de proteômica foram amplamente utilizadas para explorar a 

composição proteica dos vírus, isto é, a descrição de seus proteomas estruturais.  Apesar da 

importância do AgMNPV-2D, nenhum estudo foi realizado para obtenção e caracterização 

das proteínas estruturais de seus fenótipos, BV e ODV. 
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6 CONCLUSÕES 

 

Com os dados obtidos no proteoma do AgMNPV-2D e análise comparativa do gene 

gp64 dos isolados de AgMNPV as principais conclusões deste trabalho foram: 

- Ao todo foram identificadas 44 proteínas estruturais presentes no ODV isolado 

da linhagem UFL-AG-286, entre elas seis proteínas não foram previamente 

descritas neste fenótipo ou em outros baculovírus; 

- No total foram identificadas 33 proteínas estruturais no BV.  Entre elas, sete 

novas proteínas foram associadas a este fenótipo, previamente desconhecidas 

nos dois proteomas disponíveis da família Baculoviridae; 

- No proteoma, foram encontradas proteínas associadas à modulação e regulação 

de ciclo celular, bem como ao controle de atividade sistêmica do hospedeiro, 

nos dois fenótipos virais.  Possivelmente para facilitar a transmissão viral; 

- Pudemos observar onze proteínas celulares na partícula viral ODV, proteínas 

similares são “sequestradas” por outros vírus envelopados não relacionados 

filogeneticamente; 

-  Oito proteínas estavam ausentes no proteoma do fenótipo BV obtido da 

linhagem semipermissiva IPLB-SF-9 comparada à linhagem permissiva UFL-

AG-286.  Coerente com os dados obtidos de expressão gênica e inferências 

topológicas da GRN viral; 

- Em relação às sequências de gp64, observamos um perfil similar de 

substituições tanto com os dados obtidos por Sanger quanto por 

sequenciamento de alta cobertura entre os isolados geográficos; 

- Não foi identificado nenhum sítio sob seleção positiva na gp64 dos isolados 

geográficos, forte indicativo de que este gene esteja sob pressão purificadora; 

- As sequências obtidas por Sanger para gp64 dos isolados geográficos sugerem 

diferentes eventos de migração entre as localidades amostradas; 

- Nenhuma relação entre os códons substituídos no gene gp64 na população 

evidencia mudança de sítio de fusão, glicosilação e estrutura proteica. 
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