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Resumo

Continuas passagens de baculovirus com a utilizacdo de virus extracelulares (BVs),
necessdrias para o aumento de escala na producao de bioinseticida viral, ocasionam um
fendmeno conhecido como “efeito passagem”. Seu principal efeito é a diminuicdo da
producdo de corpos de oclusdo (OB), o que torna sua producao pelo processo in vitro
economicamente invidvel. A adicdo de substancias e/ou compostos que promovam o
aumento na producdo de OB, em especial a utilizacdo de colesterol e ecdisona, estd sendo
analisada em trabalho de colaboracao entre a Universidade Federal do Rio Grande do Norte
e a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Neste trabalho, durante a passagem
serial do Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyedrovirus (STMNPV) em células de
insetos Sf21, observou-se uma queda de 54% na producdo de OB da terceira para a
quarta passagem. Portanto, foram adicionados ao processo de infeccao 10 pg/mL de
colesterol e 6 ng/mL de 20-Hidroxiecdisona, a fim de diminuir o efeito passagem e,
consequentemente, aumentar a producao de OB.

Termos para indexacado: baculovirus SfMNPV, Spodoptera frugiperda, ecdisona, colesterol.
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Effects of cholesterol and
ecdysone addition on the
Spodoptera frugiperda NINPV
baculovirus in vitro production

Abstract

Continuous passages of baculovirus extracellular virus (BV) in insect cell cultures is needed
for viral biopesticide scale-up production, however these passages cause a phenomenon
known as “passage effect”. Its main effect is occlusion bodies (OB) production decrease,
making the process of virus in vitro production economically unfeasible. The addition of
substances and/or compounds that promote increased production of OB, especially the use
of cholesterol and ecdysone, is being analyzed by collaborative research between the
Federal University of Rio Grande do Norte and Embrapa Genetic Resources and
Biotechnology. In this current work, during serial passage of Spodoptera frugiperda
multiple nucleopolyedrovirus (STMNPV) in the Sf21 insect cell line, a decrease of 54 % in
the production of OB was observed from the third to the fourth virus passage. Therefore,
10 mg/mL of cholesterol and 6 pg/mL of 20-hydroxyecdysone was added to the infection
process in order to reduce the passage effect and thereby increase the OB production.

Index terms: STMNPV baculovirus, Spodoptera frugiperda, ecdysone, cholesterol.
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Introducao

Os métodos naturais de controle de pragas vém sendo um avanco na agricultura mundial.
Para este controle de pragas sao utilizados organismos especificos e que ndo causam
danos a outros animais benéficos, ao meio ambiente e ao homem. Em particular, os virus
do tipo baculovirus sdao importantes agentes de controle biolégico devido a especificidade
oferecida aos seus organismos-alvo (hospedeiros) e a sua forma de propagacéao (FEDERICI,
2002). Tradicionalmente, a producao de baculovirus é feita na prépria lagarta (cultivo in
vivo) seguindo exatamente o ciclo natural do virus (KING; POSSEE, 1992). Os insetos
podem ser criados em laboratério e alimentados com dieta artificial o que resulta num
custo final elevado (MOSCARDI; SOUZA, 2002). A producéo in vitro de baculovirus em
cultivo de células é realizada regularmente com o virus extracelular da hemolinfa de insetos
infectados ou com o sobrenadante das células infectadas, por emio da liberacdao das
particulas virais produzidas (BV- Budded Virus) (CHAN et al., 1998).

A producao in vitro de baculovirus € um desenvolvimento desejavel, porém apresenta
algumas dificuldades técnicas e econdmicas que se baseiam principalmente na
instabilidade genética do virus, o que dificulta a ampliacdo da escala de producao (scale
up) e a aceitacao pelos usudrios de tecnologias caras. No entanto, a producao /in vitro
surge como um dos mais importantes desenvolvimentos a serem realizados nos préximos
anos.

A lagarta-do-cartucho do milho, Spodoptera frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera:
Noctuidae), também conhecida por lagarta do milharal ou lagarta militar, é a principal praga
da cultura do milho e responsavel por grandes prejuizos. Devido a alta producao nacional
da lavoura de milho e ao elevado custo com agrotéxicos, é necessario investir em seu
manejo por meio de agentes de controle biolégico. Além disso, esta praga ataca varias
culturas, como arroz, sorgo, tomate, etc. Atualmente, no Brasil, o baculovirus spodoptera
(Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus - STMNPV) é utilizado em algumas
regides como bioinseticida no controle desta praga.

Estudos mostram a influéncia de substancias ou componentes na producado de corpos de
oclusao (OB - occlusion bodies) obtidos em sistemas in vitro de producao. Em especial, o
efeito do colesterol sobre a replicacao dos Nucleopolyhedrovirus (NPVs) foi estudado
visando otimizar a producéo in vitro de baculovirus em culturas em suspensao de células
Sf9 (S. frugiperda). Estes estudos demonstraram que a adicdo de colesterol permitiu
corrigir irregularidades morfoldgicas nas membranas dos virions oclusos em OBs
produzidos durante a replicacdo de Galleria mellonella nucleopolyhedrovirus (GmNPV) em
células de inseto. Além disso, o colesterol estimula o crescimento celular permitindo uma
alta concentracao de células favoravel a replicacdo de baculovirus (BELLONCIK et al.,
1997).

Outros estudos também mostram que o crescimento e o desenvolvimento adequados dos
insetos dependem da concentracao de 20-hidroxiecdisona em varios estagios de
diferenciacao (CHAPMAN, 1998). Segundo Chan et al. (2002) a adicao do horménio de
inseto, 20-Hidroxiecdisona, proporciona um aumento na producao da proteina
recombinante, demonstrando um aumento cinco vezes maior do que nas culturas em
batelada.

Objetivando-se a otimizacao da producao de bioinseticida viral obtido a partir de infeccdes
com o virus selvagem Spodoptera frugiperda MNPV em células de Spodoptera frugiperda
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(linhagem IPLB-SF21) adaptadas aos cultivos em suspensdo, foi analisada a adicdo de
colesterol e de ecdisona ao meio de cultivo durante a producao /in vitro deste baculovirus.

Material e métodos

Meio de cultura para manutencao e crescimento celular

O meio de cultura utilizado na manutencao das células e nos experimentos de infeccdo em
suspensio foi o meio Sf-90011® SFM (SerumFreeMedium) (GIBCO), ao qual foi adicionado
1% (v/v) de antibiético (Antibiotic - Antimycotic) (Invitrogen Corporation) e conservado em
geladeira a 4°C para posterior utilizacao.

Células

A linhagem de célula utilizada foi a IPLB-SF21, cultivada em shaker (Tecnal — TE421), com
agitacao controlada de 120 rpm e 28°C, utilizando-se o meio de cultura Sf-900I11® SFM
(Serum Free Medium) (GIBCO).

Determinacédo da concentracao celular

A concentracao celular foi estimada com a utilizacdo de um microscépio fase-contraste
(Olympus, Japao) e um hemocitdmetro modelo Neubauer (Bright-LineHemacytometer
Sigma). A contagem foi realizada diariamente, em triplicata, obtendo um desvio de 15%,
com aproximadamente 200 células contadas em ambos os lados do hemocitdmetro
(NIELSEN et al., 1991).

Por meio da técnica de exclusao pela coloracdo com Azul de Tripan (Sigma-Aldrich), a uma
concentracédo final de 0,1% (v/v), foram determinadas a concentracdo de células vidveis e
a viabilidade celular. As células que se tornaram azuladas devido a entrada do corante
foram consideradas nao vidveis, enquanto que as células transparentes foram consideradas
viaveis. A concentracao celular é expressa em células por mL (células/mL). A viabilidade
foi definida como a relacao entre a quantidade total de células vidveis e nao viaveis (KING;
POSSEE, 1992).

Virus

O virus de Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (STMNPV) isolado-18, foi
cedido pelo Dr. Fernando Hercos Valicente da Embrapa Milho e Sorgo (CNPMS), Sete
Lagoas, MG.

O indculo viral de STMNPV, na forma de ODV (Occluded Derived Virus) foi obtido segundo
0 método de Lynn (1994). Um volume de 530 pL de suspensao de baculovirus, possuindo
concentracdo de 1,88x10°0B/mL, foi utilizado para a liberacdo do ODV por meio de
solucdo alcalina, solucdo de sais acidos e solucdo de tripsina. Com este procedimento,
foram utilizados ODVs derivados de aproximadamente 100 OBs para infectar cada célula.
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Quantificacao dos corpos de oclusdo (OB)

A concentracao de corpos de oclusdao também foi determinada utilizando-se contagem em
hemocitémetro, em que as células foram rompidas com uma solucao de 1% (p/v) de
dodecil sulfato de sédio (SDS) por 2 horas para provocar total dissolucdo da membrana
celular e, consequentemente, a liberacado dos corpos de oclusao. A contagem dos corpos
de ocluséo foi realizada em triplicata.

O célculo da concentracao de corpos de oclusdo é dado pela seguinte Equacao (1):

OF DS M
CG'B[ )= 9% (1)
mi,

1x107*

Onde:

Coe — Concentracdo de OB.

D - Fator de diluicao.

Moe — Média da contagem de OB.

5 — Numero de quadrantes do hemocitémetro a serem contados em cada lado.

Passagem serial

Foram realizadas cinco passagens consecutivas do baculovirus STMNPV na linhagem Sf21.
Os experimentos foram realizados em Erlenmeyer de 125 mL (Schott) com volume de
suspensao de 50 mL operados em shaker orbital a 120 rpm e temperatura controlada a
28°C. Todas as passagens foram feitas em duplicata.

Na passagem 1, as células Sf21 com viabilidade média de 97%, com 4 dias de cultivo,
foram inoculadas com 10% (v/v) do inéculo, contendo particulas BV do virus SFTMNPV,
obtido da infeccdo inicial com o ODV. Esta mesma metodologia foi utilizada por Pedrini et
al. (2006), em que 10% (v/v) de inéculo viral foram adicionados a uma nova cultura para a
realizacdao da passagem serial durante a producao do virus Helicoverpa armigera
nucleopolyhedrovirus em células de Helicoverpa zea (Boddie, 1850) (Lepidoptera:
Noctuidae). Apds o estabelecimento da infeccdo, 30 mL da suspensao infectada foram
coletados, centrifugados a 210 g por 10 minutos, e o sobrenadante contendo virus
extracelulares foi utilizado para inocular a passagem 2. As demais passagens seguiram o
mesmo procedimento, e o sobrenadante de cada passagem (BVs) serviu de in6culo para a
passagem subsequente.

Adicao de colesterol

A concentracdo de colesterol (P.A.) (CRQ) adicionada aos experimentos foi de 10 pg/mL,
tendo como base os estudos de Belloncik et al. (1997).
Adicao de 20-Hidroxiecdisona

A concentracdao do horménio 20-Hidroxiecdisona adicionada aos experimentos foi de 6
ug/mL, tendo como base os estudos de Chan et al. (2002).
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Resultados e discussao

Na passagem serial realizada com o cultivo in vitro do baculovirus STMNPV (I-18) em
células Sf21,verificou-se um declinio de 54% na producdo de OB na quarta passagem, que
pode ser observado na Figura 1.
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Figura 1. Producéo especifica de corpos de oclusdo em células Sf21.

A reducao na producado de OB de 170 para 92 da terceira para quarta passagem é
indicativo da ocorréncia do efeito de passagem, fen6meno este também ja relatado em
outros sistemas. Em células Ld652Y infectadas com o virus Lymantria dispar MNPV foi
observado uma reducdo de até sete vezes no nimero de poliedros durante cinco
passagens consecutivas (SLAVICEK et al., 1995). Da mesma forma, em células BTI-Tn-
5B1-4 infectadas com Anticarsia gemmatalis MNPV verificou-se um declinio abrupto de
200 para 45 OB/célula da quinta para sexta passagem (REZENDE, 2008; REZENDE et al.,
2009). Similarmente, em estudos anteriores com a linhagem Sf9 de S. frugiperda
(ALMEIDA, 2005; ALMEIDA et al., 2010), observou-se uma reducao de 399 para 109

OB/célula durante sete passagens em células infectadas com Spodoptera frugiperda
MNPV.

Constatou-se, portanto, no sistema deste trabalho um forte declinio na quarta passagem
do virus SfTMNPV em células Sf21. Este é um é fator consideravel na producao /in vitro de
bioinseticidas virais devido a instabilidade genética do virus, o que dificulta a ampliacao da
escala de producao (scale up). Visando ao aumento de producao viral, seguiram-se testes
de adicao de colesterol e do horménio 20-Hidroxiecdisona ao sistema.

A adicao de colesterol e de 20-Hidroxiecdisona foi testada na quarta passagem com intuito
de aumentar a producao /n vitro de baculovirus em suspensdo de células Sf21, pois em um
estudo realizado por Belloncik et al. (1997) foi demonstrado que a adicao de 20 g/mL de
colesterol ao meio de cultivo permitiu corrigir irregularidades morfolégicas nas membranas
dos virions oclusos em OBs durante a replicacao do Galleria mellonella nucleopolyedrovirus
(GmNPV). Ja a adicao de 20-Hidroxiecdisona foi testada na quarta passagem tendo como
finalidade aumentar a producao in vitro de baculovirus em suspensao de células Sf21.
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Chan et al. (2002) testaram o processo de batelada alimentada para produzir a
glicoproteina recombinante do virus da dengue NS1, obtendo um aumento de 20 pg/mL da
proteina, sendo 5 vezes superior a producao obtida pelo processo de batelada otimizado,
quando foram adicionados 4 pg/mL de 20HE ao meio de cultivo.

As Figuras 2a e 2b mostram as curvas de crescimento das células nao infectadas e
infectadas quando 6 pg/mL de 20HE e 10 pg/mL de colesterol, respectivamente, foram
adicionadas ao meio de cultivo. Observou-se que as células nao infectadas e infectadas
apresentaram distincao quanto ao crescimento ja no primeiro dia, indicando o
estabelecimento da infeccdo. Houve, porém, um crescimento maior de células infectadas.
Um maior nimero de células representa mais células infectadas ao final do processo, o
qual pode afetar a concentracdao volumétrica, quando comparado ao produto obtido com
infeccdes em que o crescimento é minimo. Todavia, o comportamento encontrado para
praticamente todos os processos infectivos testados neste trabalho foi distinto entre as
células infectadas e ndo infectadas ja nos primeiros dias de infeccao. Este fato demonstra
a boa capacidade de infeccao do isolado 18 do SfMNPV (BARRETO et al., 2005) as
células Sf21.

Células viaveisx10%mL

1 2
Tempo (dia)
—=a— Controle sem colesterol
—e— Infectada e sem colesterol
Controle para infectada com colesterol
—w— Infectada e com colesterol
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Células viaveis x 10¥mL

2 3
Tempo (dia)

—=a— Controle sem hormo6nio
—e— Infectada e sem horménio

Controle para infectada com hormonio
—v— Infectada e com horménio

Figura 2. Efeito de adjuvantes no crescimento celular: (a) curvas de crescimento das células controle (ndo
infectadas) e infectadas em meio de cultivo com e sem a adicdo de 10 pug/mL de colesterol; (b) curvas de
crescimento das células controle (ndo infectadas) e infectadas em meio de cultivo com e sem a adicao de 6

ug/mL de 20-Hidroxiecdisona.

Observando-se os resultados obtidos em relacdao a producéao especifica (OB/célula) e
volumétrica (OB/mL) e de OBs (Figuras 3a e 3b), a influéncia do hormonio foi superior a do
colesterol. A adicao de somente 6 pg/mL de 20-Hidroxiecdisona elevou estas
concentracées a 1,83 x 102 OB/mL e 154,8 OB/célula, respectivamente. Estes resultados
confirmam que o hormoénio influi positivamente no aumento da producédo de OB. No que
diz respeito aos resultados obtidos em relacdo a adicao somente de colesterol na
concentracao estudada (10 pg/mL), confirma-se a sua influéncia negativa ao processo de
producdo de OB. Enquanto que o resultado da producao sem adicado do colesterol
(realizado durante a passagem seriada) obteve uma producao especifica de 99 OB/célula,
esta concentracido diminui para 60 OB/célula (Figura 3a). Todavia, a producédo volumétrica
passou de 5,7 x 107 OB/mL para 1,33 x 108 OB/mL na passagem seriada e com a adicdo
de somente 10 ug/mL de colesterol, respectivamente. A maior concentracao volumétrica
foi provavelmente devida a maior concentracao de células (Figura 3b).
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Figura 3. Efeito de adjuvantes na producédo de corpos de ocluséo: (a) producédo especifica de OB com adicdo de
colesterol e do hormoénio ecdisona; (b) producao volumétrica de OB com a adicdo de colesterol e do hormdnio

ecdisona.

Conclusoes

Observou-se uma reducdo na formacao de corpos de oclusdo apds a terceira passagem
serial do virus STMNPV em cultivos de células Sf21. Resultados preliminares em relacao ao
efeito da adicdo do horménio ecdisona apds a quarta passagem revelaram um aumento na
producdo de corpos de oclusao do virus (especifica e volumétrica). No entanto, a adicao
de colesterol ndo indicou um aumento em relacao a producao especifica, como seria
esperado. Estes ensaios serao repetidos para confirmacao destes resultados. Em paralelo,
novas concentracdes dos dois adjuvantes serdao testadas no sistema in vitro.
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