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Resumo

A utilizacdo de baculovirus tem sido apontada como uma alternativa
para substituir os inseticidas quimicos na agricultura, além de se
destacar como vetores de expressao na producdo de proteinas
heterdlogas, principalmente por meio do cultivo de células de inseto.
Entretanto, sdo escassos os dados disponiveis sobre a morte celular
pés-infeccao, os quais sdo essenciais para a modelagem de producao
de corpos de oclusdo (OB). A caracterizacdo matematica deste
fendbmeno foi elaborada em trabalhos anteriores atrelando-se os efeitos
da infeccdo, como a multiplicidade de infeccao (MOI). Utilizou-se o
modelo multihit, na regido de morte rapida, o qual estabelece uma
associacao entre a viabilidade celular e o tempo de infeccdo por meio
de uma relacédo linear. Neste trabalho, verificou-se o aumento da
constante de morte celular (k) com a elevacao da MOI, mas nédo se
observou uma correlacdo sobre o nimero de extrapolacao (n). Dos
resultados, pode-se perceber que o processo de infeccdo e a taxa de
morte celular mostram-se consistentes com a literatura, muito embora



0s sistemas em suspensao estejam mais expostos aos virus do que nos
cultivos em monocamada.

Termos para indexacao: caracterizacao matematica, baculovirus,
vAgEGTA-LacZ, morte celular.
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Mathematical
Characterization of Insect
Cells Death in Suspension
(IPLB-Sf21) Infected with
Anticarsia gemmatalis
MNPV

Abstract

The use of baculovirus has been identified as an alternative to replace
chemical insecticides in agriculture, furthermore its use stands out

as expression vector for heterologous proteins production specially in
infections in insect cell culture. However, limited data is available on
cell death after infection, which is essential for modeling production
of occlusion bodies (OB). The mathematical characterization of this
phenomenon was made in previous studies, linking the infection
effects with the multiplicity of infection (MOI). The multihit model
was used in the rapid death phase, which establishes an association
between cell viability and infection time by a linear relationship. In
this work an increase of cell death constant (k) was observed with the
increasing MOI, but there was no significant correlation regarding the
extrapolation number (n). From the obtained results it can be observed
that the infection process and the cell death rate is consistent with
what the literature shows, although cell suspension systems are more



exposed to the virus than monolayer cultures.

Index terms: mathematical characterization, baculovirus, VAgQEGTA-
LacZ, cell death.
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Introducao

Atualmente, tem-se buscado a substituicdo dos inseticidas quimicos
em lavouras em virtude da sua menor agressividade em relacao ao
homem e ao meio ambiente. Nesse ambito, o baculovirus se insere
como uma possivel alternativa, dada a sua especificidade e seu carater
atéxico. No campo de atuacao do baculovirus, destaca-se a importante
contribuicao das células animais, principalmente as células de inseto,
na producao de bioinseticida viral e na expressao de proteinas
recombinantes (BEV).

A producao de baculovirus utilizados como bioinseticidas pode ser
realizada em dois sistemas distintos: o cultivo in vivo, no qual os virus
sdo dispersos em lavouras, seguindo o ciclo natural do virus (KING;
POSSEE, 1992), e o cultivo in vitro, que é realizado com o virus
extracelular da hemolinfa de insetos infectados ou do sobrenadante das
células infectadas por meio da liberacdo das particulas virais dos corpos
de oclusdo (OBs) produzidos (CHAN; GREENFIELD; REID, 1998).
Destaca-se desta estratégia de producdo um melhor controle sobre o
sistema em relacdo a multiplicacao in vivo, permitindo a condicao de
esterilidade e possibilitando a alta pureza do produto.

Alguns parametros interferem no crescimento celular, bem como

na replicacao dos baculovirus, dentre os quais estao: fatores fisico-
quimicos, efeito passagem, linhagem de células e a multiplicidade de
infeccdo (MOQOI), tendo este ultimo se mostrado mais significativo em
ensaios prévios (LICARI; BAILEY, 1991; LINDSAY; BETENBAUGH,
1992). A MOI refere-se a quantidade de inéculo viral utilizado para
infectar uma cultura de células de inseto, a qual é expressa em
unidades formadoras de placas adicionadas por célula (PFU/célula)
(POWER, 1993).

A queda na viabilidade das células de inseto tem sido empregada
como um indicativo da eficacia da infeccdo do baculovirus (HENSLER;
AGATHOS, 1994). Apéds a infeccao, as células param de crescer e
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gradualmente morrem no decorrer do processo; entretanto, percebe-
se um intervalo de tempo relativamente grande da infeccado até o
decréscimo da viabilidade celular.

Até recentemente, a morte celular durante a fermentacao era
caracterizada apenas por necrose, ocasionada por estresses que
provocam graves danos a célula; entretanto, observou-se que isso
ndo é verdade, pois as células podem morrer mediante um processo
conhecido como apoptose. A apoptose, um tipo de morte programada
de células comumente observada em vertebrados, foi verificada
durante a infeccao de baculovirus, de modo a prolongar a vida da célula
(DALAL; BENTLEY, 1999; SINGH et al., 1994; CLEM et al., 1991).
Apds investigacdes do mutante viral, constatou-se que o gene p35 do
baculovirus é responsavel por prevenir a morte celular prematura de
células Spodoptera frugiperda-21 (CLEM et al., 1991).

Com base nesses estudos, Wu et al. (1993, 1994) desenvolveram

um modelo matematico que descreve a morte dindmica de células
hospedeiras em um cultivo em monocamada. A ideia central do modelo
é a divisao do processo de morte em duas etapas: a fase lag, periodo
no qual a viabilidade mantém-se constante, e a fase rapida, em que se
observa uma queda acentuada na viabilidade das células. A aplicacdo
deste modelo em outros sistemas de baculovirus permite acumular
mais informacdes sobre os fatores que afetam a morte celular, o que é
importante em uma futura elevacao de escala.

Diante dos fatos, o presente trabalho tem como finalidade obter uma
caracterizacao matematica do processo de infeccao em células Sf21
utilizando-se as diferentes multiplicidades de infeccao do baculovirus
recombinante VAgEGTA-LacZ, associando a influéncia destas
multiplicidades virais a viabilidade celular.

Material e Métodos

Virus
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O virus recombinante VAgEGTA-LacZ, construido a partir do Anticarsia
gemmatalis Multiple Nucleopolyhedrovirus, foi gentilmente cedido pelo
Dr. Bergmann Morais Ribeiro, da Universidade de Brasilia (UnB). O virus
vAgEGTA-LacZ apresenta delecao do gene viral EGT, que codifica a
enzima ecdysteroid UDP-glucosyltransferase (EGT), e adicao do gene
bacteriano LacZ, que codifica a enzima beta-galactosidase.

Células de Inseto

A linhagem de célula utilizada foi a Sf21, cultivada em shaker (Tecnal
— TE421), com agitagao controlada de 120 rpm e 28°C, utilizando-se o
meio de cultura Sf-90011® SFM (Serum Free Medium) (GIBCO).

Meio de cultura para manutencao e crescimento celular

O meio de cultivo utilizado na manutencao das células e nos ensaios
de infeccdo foi o Sf-900II® SFM (Serum Free Medium) (GIBCO), ao
qual foi acrescentado 1% (v/v) de antibiético (Antibiotic - Antimycotic)
(Invitrogen Corporation) e preservado em geladeira a 4°C para
utilizacdo posterior.

Determinacao da concentracao celular

A concentracao de células viaveis e a viabilidade celular foram
determinadas por contagem, com o emprego da técnica de exclusao,
pela coloracdo com azul de Tripan (Sigma-Aldrich) a uma concentracao
final de 0,1% (v/v). Todas as contagens foram realizadas diariamente
com a utilizacdo de um microscépio fase-contraste (Olympus, Japao)

e um hemocitdometro modelo Neubauer (Bright-Line Hemacytometer
Sigma). Por este método, é possivel obter um desvio de 15%, com
aproximadamente 200 células contadas em ambos os lados do
hemocitémetro (NIELSEN et al., 1991).

As células que se tornaram azuladas devido a entrada do corante foram
consideradas ndo vidveis, enquanto que as células transparentes foram
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consideradas vidveis. A concentracao celular é expressa em células
por mL (células/mL). A viabilidade foi definida como a relacdo entre
a quantidade total de células viaveis e nao viaveis (KING; POSSEE,
1992).

Titulacao viral

Para este estudo de caracterizacdo, as células Sf21, cultivadas em Sf-
900II® SFM (GIBCO), foram infectadas com o virus extracelular (BV) do
VAQEGTA-LacZ. Este BV foi coletado da infeccdo em células TN5B1-4
com 5 dias de experimento e, posteriormente, utilizado como inéculo
para as infeccOes. As condicdes de cultivo utilizadas para as infeccoes
foram 28°C, 120 rpm e suspensao de células de 50 mL em frascos
Erlenmeyers de 125 mL e com tempo de infeccao (TOI) correspondente
a 5,0x10° células vidveis/mL. A titulacdo viral para determinacéo da
MOI seguiu a metodologia proposta por Mena et al. (2003).

Modelo matematico

O modelo de inativacao por irradiacao desenvolvido por Alper et al.
(1960) e Atwood & Norman (1949) foi adaptado para a infeccao

de células de inseto por Wu et al. (1993). A teoria propde que a
probabilidade de inativacdo segue a distribuicao de Poisson, de modo
que a probabilidade de uma célula com n sitios de inativacao seja
atingida é descrita por:

P=(1-¢*) (1)

onde k é a taxa de morte celular. A fracdo de células viaveis (V) da
populacao é, portanto, dada por:

___—ktn__nn—!_i_l'kt
V=1-(1-¢") =1 izoi!(n_i)!( 1)e )



Caracterizacdo Matemaética da Morte de Células de Inseto (IPLB-Sf21) em Infeccédo
Suspensa com o Baculovirus Anticarsia gemmatalis MINPV

A expansao da série revela que, em valores elevados de tempo (t),
apenas a contribuicdo do primeiro termo é significativa, podendo a
equacao ser simplificada a:

In(V) =In(n) — kt. 3)

Da curva de fracdo viadvel podem ser identificadas duas regides
distintas, como foi observado em Wu et al. (1993, 1994). A primeira
tem valor constante caracterizado pelo tempo de atraso (t,). A segunda
fase é a de morte rapida, sendo o coeficiente angular a taxa de morte
celular (k), resultado da infec¢ao pelo baculovirus, como pode ser visto
na Figura 1. A meia-vida (t, ,) para a cultura pode ser estimada pelo
intervalo de tempo necessario para a viabilidade celular reduzir-se para
50%.
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Figura 1. Gréfico da viabilidade celular durante a infeccédo, definindo os parametros do

modelo de morte celular. Fonte: Dalal & Bentley (1999).
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Os parametros do modelo de inativacao, a taxa de morte celular (k)
e o nimero de extrapolacao (n) sado calculados segundo as equacgoes

abaixo:

_n2

k 4)

t1/2

In(n)="21n2 (5)

tl/ 2

Resultados e Discussao

A partir da leitura de microplacas no espectrofotébmetro, pode-se dispor
as informacdes obtidas em um grafico sigmoide (Figura 2), sendo este
organizado com base nas diluicdes virais do baculovirus vVAgEGTA-

LacZ.

ABS (570nm)

1,2
[ ]
1.0 4 )
\\
4 \_‘
",
0,8 -
0,5 -
4 \-\-\
04 A
\.\K
l ~__
0,2 - B
T | L | | T T T T
1E-6 1E-5 1E-4 1E-3 0,01 01 1

Diluigies Virais

Figura 2. Gréafico sigmoide obtido da titulagdo viral.



Caracterizacdo Matemaética da Morte de Células de Inseto (IPLB-Sf21) em Infeccédo
Suspensa com o Baculovirus Anticarsia gemmatalis MINPV

O ajuste da sigmoide aos dados forneceu o termo D, que indica a
diluicdo na qual a resposta de infeccdo foi 50%, fundamental no
célculo do TCLDSO. Destarte, para a infeccdo 1% v/v de 5x10° células
viaveis (TOI) em suspensdo de 100 mL, obteve-se o parametro TCLD,
igual a 3,33x10°, resultando na MOI de 66,67. Dados estes valores, foi
possivel realizar diluicoes sobre os indculos e, por sua vez, distribuir as
infeccoes em faixas de MOI diferentes, ou seja, 1,25; 2,5; 5,0; 12,5 e
25,0.

A anélise sobre as curvas cinéticas revela que a fase de viabilidade
constante (t,) reduz-se com o aumento da MOI, mas disp&e-se em
patamares de 92 h para as MOI menores (2,5; 5,0) e 75 h para valores
elevados de multiplicidade (12,5; 25). A distribuicao deste parametro
em niveis é vista também em Wu et al. (1993), em que t, é fixo em
106,7 h para baixas MOI. Para o caso especifico da infeccdo com MOI
0,5, a quantidade de inéculo viral é insuficiente para infectar todas

as células. Dessa forma, a viabilidade decai mais rapidamente do que
nos outros casos, ja que alguns organismos tém seu metabolismo
colapsado, como pode ser visto na Tabela 1.

Tabela 1. Influéncia da MOI sobre os parametros do modelo.

Tempo de atraso Tempo de meia Ndmero d:e Constante de morte

\"[o]| ta (h) e extrapolacdo celular

=]

t12 (h) (n) k (h)
1,25 66,12 120,41 1,18 + 0,32 -0,0025 + 0,0005
2,5 93,03 29,23 2,61 + 0,73 -0,0103 + 0,0012
5,0 92,36 9,62 18,01 + 2,35 -0,0313 + 0,0067
12,5 76,86 10,01 10,06 + 1,43 -0,0301 + 0,0041
25 74,15 8,11 15,66 + 1,98 -0,0371 + 0,0052

O numero de extrapolagéo, In(n), que pode ser considerado

como medida de sitios de infeccao, é tido como constante para o
desenvolvimento do modelo. Contudo, percebe-se que este termo
oscila modificando o valor multiplicidade, em contraste ao observado

15
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em Dee & Shuler (1997) e em Dalal & Bentley (1999). A expectativa
para este parametro seria a reducao gradual com o crescimento da
MOI, pelo esgotamento dos sitios por uma atividade infecciosa mais
intensa.

Observa-se na Figura 3 que a inclinacdo da fase de morte rapida (rapid
death phase) torna-se mais ingreme com o aumento da MOI. Este fato
se explica pela acao de lise, dada a rapida acao viral que compromete
a quantidade de células e, consequentemente, a producdo do
bioinseticida viral em periodos mais longos. Em contrapartida, para os
sistemas submersos com Sf9 vistos nos trabalhos de Wu et al. (1993)
e Dalal & Bentley (1999), a relacado da constante de morte celular e

da MOI é inversa. Apesar da diferenca entre as tendéncias, o valor da
constante obtida no trabalho para a MOI 25,0 (-0,0371 = 0,0052 h™")
é similar ao obtido em Dalal & Bentley (1999) para a MOI 20,0 (-0,035
+ 0.005 h).
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Figura 3. Efeito da multiplicidade de infeccdo (MOI) na fracdo de células viaveis.
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Conclusoes

Os dados obtidos de tempo de atraso e tempo de meia-vida em funcao
do MOI mostraram-se consistentes com a literatura, muito embora no
cultivo em suspensédo as células estejam mais expostas aos virus do
que nos cultivos em monocamada. Os resultados ratificam o uso de
MOI com valor intermediario (2,5 e 5,0) na infeccdo de células Sf21,
ja que permite uma infeccao controlada sem comprometimento rapido
da viabilidade celular, indicados pelos valores acentuados de tempo de
atraso 93,03 h e 92,36 h, respectivamente.



Caracterizacdo Matemdtica da Morte de Células de Inseto (IPLB-Sf21) em Infeccédo
18 Suspensa com o Baculovirus Anticarsia gemmatalis MNPV

Referéncias Bibliograficas

ALMEIDA, A. F. Estratégias de producéo in vitro de bioinseticida
viral: influéncia do isolado, da cinética e do modo de operacado. 2010.
133 f. (Tese de Doutorado). Departamento de Engenharia Quimica.
Universidade Federal do Rio Grande do Norte. Natal, Brasil.

ALPER, T.; GILLIES, N.; ELKIND, M. M. The sigmoid survival curve in
radiobiology. Nature, v. 186, p. 1062-1063, 1960.

ATWOOD, K. C.; NORMAN, A. On the interpretation of multihit
survival curves. Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America, v. 35, p. 696-709, 1949.

CHAN, L. C. L.; GREENFIELD, P. F.; REID, S. Optimising fed-batch
production of recombinant proteins using the baculovirus expression
vector system, Biotechnology and Bioengineering, v. 59, n. 2, p. 178-
188, 1998.

CLEM, R. J., FECHHEIMER, M., MILLER, L. K. Prevention of apoptosis
by a baculovirus gene during infection of insect cells. Science, v. 254,
1388-1390, 1991.

DALAL, N. G.; BENTLEY, W. E. Mathematical characterization of insect
cell (Sf-9) death in suspended culture. Biotechnology Letters, v. 21, p.
325-329, 1999.



Caracterizacdo Matemaética da Morte de Células de Inseto (IPLB-Sf21) em Infeccédo
Suspensa com o Baculovirus Anticarsia gemmatalis MINPV

DEE, K. U.; SHULER, M. L. A mathematical model of trafficking of acid-
dependent enveloped viruses: application to the binding, uptake, and
nuclear accumulation of baculovirus. Biotechnology and Bioengineering,
p. b4, p. 468-490, 1997.

HENSLER, W. T.; AGATHOS, S. N. Evaluation of monitoring
approaches and effects of culture conditions on recombinant protein
production in baculovirus-insect cells. Cytotechnology, v. 15, p. 177-
186, 1994.

KING, L. A.; POSSEE, R. D. The baculovirus expression system: a
laboratory guide. London; New York: Chapman & Hall, p. 14, 229 p.
1992.

LICARI, P.; BAILEY, J. E. Factors influencing recombinant protein yields
in an insect cell-baculovirus expression system: multiplicity of infection
and intracellular protein degradation, Biotechnology and Bioengineering,
v. 37, p. 238-246, 1991.

LINDSAY, D. A.; BETENBAUGH, M. J. Quantification of cell culture
factors affecting recombinant protein yields in baculovirus-infected

insect cells. Biotechnology and Bioengineering, v. 38, p. 798-804,

1992.

MENA, J. A.; RAMIREZ, O. T.; PALOMARES, L. A. Titration of non-
occluded baculovirus using a cell viability assay. Biotechniques, v. 34,
p. 260-264, 2003.

NIELSEN, L. K.; SMYTH, G. K.; GREENFIELD, P. F. Hemocytometer
cell count distributions: implications of non-poisson behaviour.
Biotechnology Progress, v. 7, p. 560-563. 1991.

POWER, J. F. Modelling and Optimisation of the Baculovirus
Expression Vector System in Suspension Culture. 1993. 303 f. (Tese
de Doutorado). Departamento de Engenharia Quimica, University of

19



20

Caracterizacdo Matemdtica da Morte de Células de Inseto (IPLB-Sf21) em Infeccédo
Suspensa com o Baculovirus Anticarsia gemmatalis MNPV

Queensland, Queensland-Australia.

SINGH, R. P.; AL-RUBENI, M.; GREGORY, C. D.; EMERY, A. N.
Cell death in bioreactors: a role for apoptosis. Biotechnology and
Bioengineering, v. 44, p. 720-726, 1994.

WU, S. C.; DALE, B. E.; LIAO, J. C. Kinetic characterization of
baculovirus-induced cell death insect cell cultures. Biotechnology and
Bioengineering, v. 41, p. 104-110, 1993.

WU, S. C.; JARVIS, D. L.; DALE, B. E.; LIAO, J. C. Heterologous
protein expression affect cell death kinetics of baculovirus-infected cell
cultures: a quantitative study by use of n-target theory. Biotechnology
Progress, v. 10, p. 565-569, 1994.



En@a

Recursos Genéticos e
Biotecnologia

ssssssssssssss
Ministério da
Agricultura, Pecudria
e Abastecimento
PAIS RICO E PAIS SEM POBREZA



