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RESUMO

Nestes ultimos anos, evidéncias levaram & percep¢io de uma estreita associagdo e
coevolugio entre a resposta apoptdtica de células hospedeiras, que pode prevenir
disseminag#o viral, e estratégias virais de bloqueio ou evasio a apoptose, capazes de garantir
a replicagdo, o que tem feito do estudo dos virus importante area para a compreensdo de
aspectos relacionados a regulagio da apoptose. Neste sentido, o estudo dos baculovirus tem
trazido importantes contribui¢des. Durante a construgdo e isolamento de um virus Anticarsia
gemmatalis nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) recombinante obtivemos um mutante
(vApAg) que induz morte prematura em uma linhagem celular derivada de Anticarsia
gemmatalis (UFL-AG-286), permissiva a AgMNPV, e que replica normaimente em outra
linhagem celular, derivada de Trichoplusia ni (BTI-Tn5B-4) (Tn-5B). Estudos em
microscopia de luz e eletronica foram feitos para descrever comparativamente o processo
infeccioso e a indug@o de apoptose por vApAg em células UFL-AG-286 e Tn-5B e pelo
virus vP35del, derivado de Autographa californica nucleopolyhedrovirus (AcMNPV), em
celulas UFL-AG-286. Foi demonstrado que células UFL-AG-286 morrem por apoptose
quando infectadas por vApAg e vP35del, apresentando dilatagio de endomembranas,
blebbing de superficie e formagio de corpos apoptéticos. No entanto, somente vP35del foi
capaz de induzir condensa¢io cromatinica. Apesar da indugfo de apoptose massiva em
células UFL-AG-286 pelo virus vApAg, este virus foi capaz de produzir progénie uma vez
que a apoptose fol retardada neste sistema, Para células UFL-AG-286 infectadas com
vP35del isto nf#o ocorreu porque a apoptose € mais rapida. Este fato resultou em varias
diferengas ultraestruturais na forma com que a apoptose ocorre nestes dois sistemas,

incluindo as diferencas relativas & condensagdo cromatinica. Foi também demonstrado que



vApAg completa um ciclo normal de infecgfio em células Tn-5B, com auséncia de
apoptose. Estas observagbes morfologicas foram confirmadas pela ocorréncia da
degradacio oligonucleossomal do DNA em células UFL-AG-286 infectadas com vP35del
em tempos iniciais de infec¢iio e, com vApAg, em tempos mais tardios. Estes resultados
sugerem que a mutagdo de vApAg ocorreu de tal forma que este virus ainda possui a
capacidade de bloquear a apoptose no inicio da infec¢iio. Entretanto, isto ndo ocorre no
caso de vP35del, onde uma delegdo no gene p35 faz com que o mesmo ndo seja capaz de
codificar uma proteina funcional, a qual mostra-se essencial para o bloqueio da apoptose e

replicagdo deste virus em células UFL-AG-286.



ABSTRACT

In the last few years, evidences about the close association and coevolution of host
cell apoptotic responses, that can prevent virus spread, and viral strategies to block or evade
apoptosis for replication have been obtained, rendering the study of viruses very important
to the understanding of some aspects of the regulation of apoptotic pathways. Baculovirus
studies, in particular, have provided valious information in this field. During the
construction and isolation of an Anticarsia gemamatalis nucleopolyhedrovirus (AgMNPV)
recombinant virus, a mutant (vVApAg) that induces premature cell death in a cell line derived
from Anficarsia gemmatalis (UFL-AG-286), permissive to AgMNPV, but replicates
normally in another cell line derived from frichoplusia ni (BTI-Tn-5B1-4) (Tn-5B) was
identified. Light and electron microscopy studies were carried out to describe,
comparatively, the infection process and apoptosis induction by vApAg in UFL-AG-286 and
Tn-5B cells and by the virus vP35del, derived from Autographa californica
nucleopolyhedrovirus (AcMNPV), in UFL-AG-286 cells. We have shown that UFL-AG-286
cells die by apoptosis when infected with vApAg and vP35del, presenting endomembranes
dilation, surface blebbing and apoptotic bodies formation, however, only vP35del was able
to induce chromatin condensation. In spite of the massive apoptosis induced by vApAg in
UFL-AG-286 cells, this virus produced some progeny because, in this case, apoptosis is
delayed. For UFL-AG-286 cells infected with vP35del this does not occur because apoptosis
is faster. Such a difference is accompanied by some ultrastructural differences in the
apoptotic process of these two systems, especially chromatin condensation. In Tn-5B cells
vApAg completes a normal cycle of infection, without apoptosis. These morphological

observations were confirmed by the occurrence of oligonucleossomal DNA fragmentation 1n
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UFL-AG-286 cells infected with vP35del, early on infection, and with vApAg, late on
infection. These results suggest that the mutation in vApAg occurred in a way that
blocking of apoptosis can be achieved early on infection. However, such not occurr in the
case of vP35del infection, where the antiapoptotic gene p33 has a deletion that completely

prevents P35 protein activity, essential for blocking of apoptosis and replication of this

virus in UFL-AG-286 cells.
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1. INTRODUCAO

1.1. 0S BACULOVIRUS
1.1.1.ASPECTOS GERAIS

Baculovirus constituem uma familia de virus de DNA dupla - fita, supercoiled,
contendo entre 90 e 200 pkb (pares de kilobases), com nucleocapsideo na forma de bastdo,
envelopado por uma membrana e envolto por uma oclusio cristalina de origem protéica,
formando “corpos de oclusdo” (OBs, do inglés, occlusion bodies) (Arif, 1986). Estes virus
infectam artropodes em ecossistemas marinhos e terrestres, sendo os insetos da ordem
lepidoptera em sua fase larval seus principais hospedeiros (Miller, 1997).

A maioria das espécies de baculovirus tem um espectro de hospedeiros restrito e esta
especificidade confere a estes virus grande potencial como agentes de controle bioldgico de
pragas, havendo na atualidade disponibilidade de diversas formulagdes comerciais destes
virus para utilizagdo nas lavouras (revisado por Black ez al., 1997).

Os baculovirus também tém sido utilizados como vetores de expressdo de genes
heterélogos, importantes para a pesquisa basica e com grande potencial para a industria
farmacéutica. Baculovirus recombinantes podem ser construidos com a inser¢gdo de um ou
mais genes de interesse no lugar de um gene nfo-essencial para replicag@o, sob comando de
um promotor viral forte. A expressdo dos genes de interesse ocorre mediante infecgdo de
uma linhagem de células de inseto permissiva ao virus recombinante. Esta metodologia
garante a produgio de grandes quantidades de proteina funcional com processamento

adequado, por ser um sistema de expressao eucaridtico {revisado por Jarvis, 1997).



1.1.2 CLASSIFICACAQO E FENOTIPOS VIRAIS

Atualmente a familia Baculoviridae §é taxonomicamente subdividida em dois
géneros: Nucleopolyhedrovirus e Gramulovirus (Murphy et al., 1995). Os baculovirus do
género Nucleopolvhedrovirus sio também denominados de muclear polyhedrosis viruses
(virus da poliedrose nuclear) (NPV) e os do género Granulovirus, granulosis viruses (virus
da granulose) (GV). Nos géneros NPV ¢ GV os corpos de oclusiio (denominado poliedro e
grénulo, tespectivamente) possuem tamanho aproximado entre 0,15 e 15 um e 0,15 e 0,5
wm, respectivamente, sendo composto principalmente de subunidades de uma proteina
simples, de peso molecular em torno de 26000 a 29000 Da, denominada poliedrina nos
NPVs e granulina nos GVs. Os NPVs podem ser ainda separados em MNPVs (multiple
NPVs), onde varios nucleocapsideos sdo envoltos por uma membrana comum, ou SNPVs
(single NPVs), quando ha somente uma particula viral por envelope (revisado por Ribeiro et
al., 1998).

Entre os NPVs, o baculovirus melhor conhecido ¢ Autographa californica
nucleopolyhedrovirus (AcMNPV), espécie-tipo deste género, cujo genoma encontra-se
totalmente sequenciado (Ayres, ef al., 1994), sendo o modelo principal utilizado em estudos
de NPVs.

A replicagdo dos NPVs ¢ caracterizada pela produgio de dois fendtipos virais.
Inicialmente, por volia de 12 a 24 horas pods infecgdio (h p. i), sdo produzidos virus
extracelulares (BVs, do inglés, budded viruses), responsaveis pela disseminagio da infeccdo
celula a célula e, mais tarde, por volta de 48-72 h p. i., sdo produzidos os virus ocluidos
(OVs, do inglés, occluded viruses, ou OBs, ou poliedros), responsaveis pela transmissio
horizontal entre insetos. Estas diferentes formas virais sio geneticamente idénticas (Smith &

Summers, 1978), possuindo porém diferengas de antigenicidade (Volkman er al, 1976;



1984), infectividade (uma vez que BVs s3o mais infecciosos para células em cultura e
quando injetados diretamente na hemolinfa de insetos, enquanto os virus derivados de
corpos de oclusdo, ODVs, sfo mais infecciosos no intestino) (Volkman ef al., 1976; Keddie

& Volkman, 1985; Blissard & Rohrmann, 1990) e morfologia (Fig. 1).
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presente entre o capsideo e o envelope, a proteina p74 ¢ o envelope, originado no niicleo celular. (Adaptado de

Funk et al., 1997},



1.1.3 PROCESSO DE INFECCAO /N ¥TVO

A principal via de infeccBo dos baculovirus ocorre pela ingestio dos OBs, que
encontram-se disseminados na natureza e cujos virions presentes em seu interior sdo capazes
de permanecer viaveis por varios anos (Funk ef al, 1997). Os OBs s3o dissolvidos no
intertor do intestino médio da lagarta devido ao pH alcalino e ac¢3o de proteases, liberando
os ODVs (Granados & Lawler, 1981; Horton & Burand, 1993) (Fig. 2), cuja rota de infeccdo
no organismo do hospedeire ainda nio se encontra totalmente esclarecida.

Um modelo recente, proposto por Barrett e colaboradores (1998b) retine evidéncias
obtidas em seu trabalho e hipoOteses anteriormente postuladas na tentativa de explicar o
fendmeno (Granados & Lawler, 1981, Keddie er al, 1989; Flipsen et al., 1993; 1995;
Engethard et al., 1994, Kirkpatrick ef al., 1994; Barrett e7 al., 1998a). Os ODVs liberados no
lamen do intestino aderem as microvilosidades do epitélio intestinal e entram nas células
colunares pela fusio do envelope viral com a membrana plasmatica (Fig. 2). Nestas células
uma parte destes virus se replicaria e outra parte passaria diretamente pelo sistema reticular
da membrana plasmatica (Locke & Huie, 1983), ganhando acesso a hemolinfa e infectando
os hemécitos. As celulas cilindricas do epitélio intestinal infectadas seriam normalmente
repostas por novas células, reconstituindo um epitélio saudavel. De forma alternativa, os
ODVs poderiam infectar células de ramificages finais do sistema traqueal e hemocitos que
estejam em contato direto com estas, ou chegaria até estes através de provaveis interrupgdes
da membrana basal. A replicagio viral nos hemécitos e traquedcitos resultaria na producio
de BVs, os quais se espalhariam pelo organismo realizando a infecgfio célula a célula e
atingindo outros tecidos, como a epiderme e corpo gorduroso, promovendo finalmente a

produgio massiva de OBs e a liquefacio do inseto.



Alguns aspectos particulares relacionados ao caminho dos ODVs até as células
hospedeiras e no interior destas merecem ser mencionados: No limen do intestino médio os
ODVs encontram como barreira inicial a membrana peritréfica, uma estrutura em
multicamadas na forma de rede que se estende sobre a borda apical do epitélio de
revestimento deste Orgéo, cujos poros nido permitem a passagem das particulas virais, as
quais possuem cerca de 35 nm de didmetro por 300 nm de comprimento (revisado por
Volkman, 1997). Acredita-se que alguns fatores liberados juntamente com o0s
nucleocapsideos durante a dissolugdo dos corpos de oclusdo causem danos a integridade e
elasticidade desta membrana para facilitar o acesso as células intestinais (Derksen &
Granados, 1988). Ha evidéncias de que a ades3o das particulas virais as microvilosidades
intestinais e posterior fusdo de membranas ocorra por mecanismo mediado por receptor,
uma vez que testes revelaram ser a ades@io um evento saturavel e passivel de inibigdo pela
agdo de proteases (Horton & Burand, 1993). Ainda ndo se conhecem mecanismos
relacionados ao transporte dos virus através das microvilosidades (Volkman, 1997), porém
acredita-se que o acesso dos ODVs ao nucleo seja facilitado por microtubulos (Granados,
1978). E possivel que os nucleocapsideos que passam diretamente através da célula
intestinal para infectar hemdcitos adquiram elementos do envelope de BVs ao brotar pela
porgdo basal da membrana plasmatica. Isso inclui a proteina GP64, principal proteina do
envelope de BVs, um dos responsaveis pelo mecanismo de endocitose adsortiva para entrada
destes virus na célula hospedeira (revisado por Blissard, 1996). Foi proposto por Engethard
e colaboradores (1994) que a passagem direta de virus através da membrana basal seja
possivel através de mecanismos enzimaticos, uma vez que a malha desta estrutura exclui

particulas de didmetro superior a 15 nm (Reddy & Locke, 1990).



MEMBRANA PLASMATICA
ENVELOPE NUCLEAR
PORO NUCLEAR

FSTROMA VIROGENICD

— T
R
/ ) L ‘/ .,  Envelopamento

- ! for
: ~ b

ZONA ANELAR

\ ﬂ:cupsida;ﬁo\

£

Policdrs Hborndo
a0 zmbisnie

Fusio de €
Membrasas i/
@ R
I
»\‘\\\_

. N

irtecdo Primidria ITRICean "’-}‘%
\;;
Browmmenio =

Seoundiria Q\\_b
]

Solubilizacio do poliedro no
oo omtestnn médio do hospedeiro

Lt

FIGURA 2. Ciclo de infecgio dos MNPVs. Apés ingestio pela lagarta os poliedros sdo dissolvidos pelo pH

P e el

alcalino do intestino médio liberando ODVs que entram na célula hospedeira através de fusdo de membranas.
No niicleo (ou junto aos poros nucleares) estes virus sofrem decapsidagdo, seus genes so transcritos, 0 DNA
¢ replicado e ocotre montagem de nucleocapsideos numa porgio nuclear modificada em fungdo da infeccio
viral, o estroma virogénico. Inicialmente, estes nucleocapsideos podem brotar em vesiculas de transporte
derivadas do envelope nuclear em direcio 3 membrana plasmitica. Ao longo da trajetoria estas vesiculas
desaparecem. Estes nucleocapsideos brotam posteriormente em porgdes da membrana enriquecidas pela
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sendo os poliedros liberados no ambiente apds lise celular. (Adaptado de Blissard & Rohrmann, 1990).



1.1.4. REGULACAO DA EXPRESSAO GENICA E PROCESSO DE INFECCAO IN
VITRO

Gragas ao desenvolvimento de linhagens continuas de células de inseto permissivas
aos NPVs tem sido possivel a realizag8o de estudos detalhados da morfogénese destes virus,
de sua biologia molecular e sua utilizagio como vetores de expressdo. Os principais modelos
utilizados nos estudos de morfogénese sdo linhagens de células derivadas de Spodoptera
frugiperda e Trichoplusia ni infectadas por AcMNPV (Vaughn & Dougherty, 1985;
Faulkner & Carstens, 1986; Volkman & Knudson, 1986; Bilimoria, 1991; Blissard, 1996).

A expressio génica dos baculovirus € regulada temporalmente, podendo ser dividida
em duas fases gerais separadas pela replicagdo do DNA viral. A fase inicial (early), ocorre
antes e a tardia (late) ocorre logo apds o inicio da replicacdo. Os genes early sio expressos
por volta de 2 a 7 h p. 1, sendo que parte destes genes ndo necessitarn da sintese prévia de
produtos virais para a sua expressdo. Os produtos de genes early tém fungio para a
regulacdo transcricional de outros genes, replicagdo do DNA viral e inibigdo da apoptose,
entre outras fungdes regulatorias. Alguns genes early necessitam ser expressos
continuamente durante a infecgdo e ndo somente no inicio, como € o caso de p35, gp6d,
pp31 eie-I (revisado por Friesen, 1997).

A fase late € caracterizada pela produgio de BVs, OBs e pelo shutdown da expressio
génica do hospedeiro, ocorrendo a expressdo de genes estruturais para a montagem de
particulas. Esta fase pode ser subdividida em /ate, cujos genes sio transcritos entre 6 € 24 h
p. 1., e very late, que ocorre a partir de 18 h p. i. até 72 h p. i, quando a célula é lisada. A
fase very late € caracterizada pela expressdo abundante de poliedrina, a principal proteina
dos OBs e P10, uma proteina provavelmente envolvida na lise celular e formacdo de

poliedros (revisado por Lu & Miller, 1997).



Esta expressio génica temporal resulta numa sequéncia sistematica de efeitos
citopaticos relacionados a morfogénese viral, bastante caracteristicos durante a infecgéo.

BVs sdo duas mil vezes mais infecciosos em cultura de células do que ODVs
(Keddie & Volkman, 1985), sendo desta forma utilizados para estudos da replicaco in vitro.
BVs ganham acesso ao citoplasma celular através de um mecanismo de endocitose
adsortiva, onde a fusio entre a membrana do envelope viral e da vesicula endocitica é
mediada pela principal proteina de seu envelope, GP64, de maneira dependente de pH 4cido
(revisado por Blissard, 1996) (Fig. 2).

Acredita-se que a decapsidagio possa ocorrer junto aos poros nucleares ou mesmo no
interior do nacleo pela agdio de uma quinase associada ao nucleocapsideo (Wilson &
Consigli, 1985; Bilimoria, 1991; Funk & Consigli, 1993) (Fig. 2). Apos decapsidacio e
acesso do DNA viral ao nucleo, ocorre imediatamente a transcrigio de genes early, sendo
que mRNAs virais podem ser detectados no citoplasma em até 30 min p. i. (minutos pos-
infeccio) (Chisholm & Henner, 1988). No inicio da replicagio do DNA viral e expressio de
genes late, por volta de 6 h p. i, ocorre hipertrofia nuclear e arredondamento celular
progressivo devido a reorganizagdes do citoesqueleto (Volkman & Zaal, 1990; Charlton &
Volkman, 1991). Agrupamentos heterocromaticos sio deslocados para a periferia do nucleo
a0 mesmo tempo em que surge na sua porgdo central o estroma virogénico (Vaughn &
Dougherty, 1985; Volkman & Knudson, 1986), um material granular frouxo que serve de
microambiente para a montagem e maturagio de particulas virais, as quais surgem
posteriormente, em torno de 10 h p. i. Por volta de 16-18 h p. i. 0 estroma virogénico torna-
se maduro, apresentando um aspecto mais condensado, subcompartimentalizado, com
massas fibrilares eletron-densas ricas em DNA e RNA contendo actimulos de proteinas do

capsideo espagadas por regibes granulares eletron-lucentes (espago intraestromal), as quais



contém em seu interior uma maior quantidade de particulas virais que na fase anterior, onde
acredita-se que ocorra a montagem e maturagio dos nucleocapsideos (Summers, 1971;
Harrap, 1972; Fraser, 1986; Young et af., 1993) (Fig. 2).

Inicialmente os nucleocapsideos maduros sdo enderegados para a formagéo de BVs.
Para ACMINPYV o titulo maximo de BVs ¢ produzido em torno de 24 h p. i, declinando em
seguida em virtude do envelopamento e oclusdo viral (revisado por Willians & Faulkner,
1997). Tem sido comumente observado através de microscopia eletrOnica que os BVs
brotam do nucleo através de vesiculas formadas por evaginacdes do envelope nuclear,
formando as chamadas vesiculas de transporte, as quais, por mecanismo desconhecido
desaparecem posteriormente, uma vez que os nucleocapsideos sdo visualizados desprovidos
de membrana em porgdes citoplasmaticas mais distais com relagdo ao nucleo (revisado por
Willians & Faulkner, 1997) (Fig. 2). Estes nucleocapsideos brotam da célula alinhando sua
porgdo apical com a membrana plasmatica em porgdes enriquecidas com a proteina GP64, a
qual forma projecdes chamadas peplomeros, adquirindo assim um envelope o qual é
formado por elementos celulares e wvirais (Adams et al., 1977, Volkman et al, 1984,
Volkman, 1986) (Fig. 2).

Entre 10 e 16 h p. i as proteinas poliedrina e P10 podem ser detectadas no
citoplasma através de imunocitoquimica, sendo que, apos 20 h p. i. a poliedrina torna-se
basicamente nuclear enquanto P10 organiza-se em grandes acimulos fibrilares no ntcieo ¢
citoplasma (Vlak ef al., 1988; Willians ef al., 1989).

Apds 24 h p. 1. a produgdo de BVs decresce, dando espago para a producgdo de OVs
(Stolz ef al., 1973; Tanada & Hess, 1976; Volkman ef al., 1976). A maturagio do estroma
virogénico € consequente progressdo da hipertrofia nuclear leva ao aparecimento de um

compartimento periestromal distinto, nomeado regido anelar (ring zone), rica em vesiculas



ou fragmentos membranosos trilamelares, onde ocorre envelopamento dos virions derivados
do estroma virogé€nico e montagem dos OBs (Stolz et al., 1973) (Fig. 2). A origem destas
membranas dentro do nicleo ainda ndo foi totalmente esclarecida, havendo duvidas com
relacdo a participacdo do envelope nuclear ou sintese de nove para a sua formagio (Willians
& Faulkner, 1997).

Acredita-se que a regulagio da produgdo e acumulo de proteinas especificas de OVs
no nucleo determine o inicio da sua produg#io. Ha evidéncias de que os nucleocapsideos em
Sua passagem para a zona anelar sejam interceptados e complexados a proteinas necessarias
para ¢ envelopamento (Kawamoto ef al, 1977a, b). Nucleocapsideos envelopados sio
incorporados numa matriz paracristalina de poliedrina, formando os OBs, fenémeno cujos
mecanismos regulatorios ndo foram ainda identificados (Vaughn & Dogherty, 1985). Por
ultimo, os OBs s@o envolvidos por uma estrutura bilamelar, composta de proteinas (PP34 ou
proteina calix) e principalmente carboidratos, chamada calix. Esta estrutura também aparece
na zona anelar associada aos aciimulos fibrilares de P10, cuja origem também encontra-se
obscura (Mackinnon ef al., 1974; van der Wilk ef al., 1987). O final do ciclo infeccioso é
marcado pela lise celular e liberagdo dos OBs, caracterizado pelo aparecimento de
vesiculagdes citoplasmaticas associadas & membrana plasmatica e membrana nuclear externa

(Willians & Faulkner, 1997).
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1.2. 0 BACULOVIRUS ANTICARSTIA GEMMATALIS NUCLEOPOLYHEDROVIRUS

A lagarta-da-soja Anricarsia gemmatalis (Hibner) € importante praga nas Américas,
sendo responsavel pela metade das aplicacdes de inseticidas quimicos em plantag3es de soja
brasileiras {Moscardi, 1998).

Um nucleopoliedrovirus associado a A. gemmatalis foi coletado pela primetra vez no
Brasil na regido de Campinas-SP, em 1972 (Allen & Knell, 1977} e posteriormente em
outras regides, apresentando resultados satisfatorios em ensaios de campo para o controle
desta lagana (Carner & Turnipseed, 1977; Corso ef al., 1977). Desta forma, a partir de 1979
o Brasil, através da Embrapa/Soja (Londrina-PR) vem desenvolvendo o mailor programa
mundial de uso de virus de insetos para controle biolégico de pragas, utilizando este
baculovirus, denominado Anticarsia gemmatalis nucleopolyhedrovirus (AgMNPV), para o
controle da lagarta-da-soja em uma 4area superior a um milhdo de hectares por ano,
representando redugdo de custos de producio de 70% e diminui¢do do uso de inseticidas
quimicos na ordem de 1,6 mithdes de litros por ano {revisado por Ribeiro ef al., 1998).

Estudos moleculares do baculovirus AgMNPV e de suas interagdes com hospedeiros
estdo em seu inicio. O desenvolvimento de uma linhagem celular derivada de formas
embrionarias de A. gemmatalis, UFL-AG-286 (Sieburth & Maruniak, 1988a) tem facilitado
estes estudos. Estas células mostraram-se susceptiveis a infeccdo com AgMNPV e
Autographa californica nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) e pouco susceptiveis a Spodoptera
frugiperda nucleopolyhedrovirus (SEIMNPV) (Sieburth & Maruniak, 1988b).

Seis variantes gendmicos do isolado original de AgMNPV foram distinguidos a
partir de estudos de perfis de restricio de DNA, sendo o variante AgMNPV-2D considerade
o prototipo € modelo para estudos do baculovirus AgMNPV por representar 40% dos

variantes obtidos (Maruniak, 1989).
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O mapa fisico gendmico do baculovirus AgMNPV-2D foi obtido pelo uso de sete
enzimas de restricdo, revelando 82 sitios de clivagem dentro de um genoma de 133 pkb
(pares de kilobases) em disposi¢do circular (Johnson & Maruniak, 1989, Garcia-Canedo,
1995). O sequenciamento da regiio contendo o gene da poliedrina e seu promotor em
AgMNPV permitiu que estudos filogenéticos fossem feitos, revelando grande homologia
deste virus com AcMNPV, Orgyia pseudotsugata nucleopolyhedrovirus (OpMNPV) e
Bombyx mori nucleopolyhedrovirus (BmNPV) (Zanotto ef al., 1992; 1993).

Estudos de dois diferentes isolados de AgMNPV mostraram um aumento no nimero
de variantes gendmicos deste virus ao longo do tempo, bem como aumento no nimero de
regides varidveis gerados através .de rearranjos do genoma viral. Uma regido altamente
variavel localizada entre 88,58 - 90,13 um (unidades de mapa) foi sequenciada e comparada
entre dois isolados, revelando possuir sequéncias repetitivas de 127 pb (pares de base) em
tandem, sendo a diferenga entre o mimero de repetigSes responsavel pela divergéncia entre
os dois isolados (Garcia-Canedo, 1995).

O gene egr de AgMNPV foi localizado, mapeado e parcialmente sequenciado,
revelando homologia com o gene egr de outros baculovirus, como Choristoneura fumiferana
nucleopolyhedrovirus (CIMNPV) e AcMNPV. Este gene foi transativado em ensaios
transientes pelo fragmento Bglll-F de AgMNPYV, o qual apresenta homologia com o gene ie-
1 de AcMNPV, apresentando localiza¢do semelhante a deste gene neste virus bem como em
outros baculovirus (Rodrigues, 1996). A analise da transcrigdo do gene egr de AgMNPV ao
longo da infec¢@o viral estd sendo realizada, bem como a analise quimica da enzima
codificada por ele, a Ecdisteroide UDP-glicosil transferase (EGT) (Pinedo & Ribeiro,

comunicacio pessoal).
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Da mesma forma que eg? e fe/, outros dois genes de AgMNPV (gp64 e dnapol)
foram identificados e localizados, apresentando posicionamento semelhante ao de seus
anilogos em AcMNPV (Da-Silveira & Ribeiro, 1996; Felipe-Alves ef al., 1996).

A replicagio de AgMNPV em linhagens celulares permissivas, semi-permissiva e
abortiva foi caracterizada, sugerindo uma relagio entre especificidade e capacidade de
replicagdo do DNA viral (Castro et al., 1997).

Aspectos da citopatologia induzida por AgMNPV em células UFL-AG-286 ao longo
da infeccio foram descritos, mostrando que este virus induz dramaticas modificagdes no
padrio de distribuigdo dos filamentos de actina ¢ microtitbulos nesta linhagem celular
(Pombo ef al., 1998). De forma semelhante, estudos da citopatologia de AgMNPV em
células intestinais de lagartas 4. gemmatalis foram feitos, sugerindo serem as células

cilindricas do epitélio intestinal alvo de infeccio secundaria (Matos ef a/., no prelo).

1.3. APOPTOSE
1.3.1. DEFINICAO E IMPORTANCIA

A morte celular programada (M.C.P.) é um fendémeno de autodestruido celular
dirigido por uma cascata de reagdes em resposta a um estimulo, onde uma célula é morta
através de mecanismos intrinsecos, finamente regulados. Também chamada de “morte
fisiologica™, € distinta da necrose, onde a célula incha e sofre lise passiva frente a um dano
severo acidental.

Trata-se de um fendmeno bastante conservado, descrito em representantes dos cinco
reinos dos seres vivos e melhor caracterizado dentre os animais, havendo na atualidade

conhecimento da existéncia de grande complexidade mecanistica nos vertebrados
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(Hochman, 1997, Jacobson ef al., 1997; Pennel & Lamb, 1997; Ameisen, 1998; Olie ef al.,
1998).

A M.C.P. garante para os animais func¢des basicas como o perfeito desenvolvimento
embrionario ¢ metamorfico, homeostase tecidual e defesa contra patogenos, bem como
outras fungbes mais especificas, fazendo parte de estratégias da resposta imune de
mamiferos (revisado por Ekert & Vaux, 1997) e diferencia¢do celular (revisado por
Jacobson ef al., 1997). Desta forma, ocorre a especializagdo de células que exercem uma
fun¢do apos a morte (queratinécitos e células do cristalino, por exemplo) e a eliminacio de
celulas redundantes, velhas, danificadas, defeituosas, infectadas por virus ou com potencial
maligno, no sentido de garantir a manuteng&o do organismo. Falhas neste sistema que levem
a uma morte celular suprimida ou exarcebada foram relacionadas a doencas como o céncer,
doengas auto-imunes, neurodegenerativas, infecgdes virais, lesdes tdxicas e isquémicas,
dentre outras (revisado por Thompson, 1995).

Em plantas, de forma semelhante aos animais, a M.C.P. tem importincia durante o
desenvolvimento € morfogénese, especializacio celular, senescéncia e defesa contra
patdgenos, sendo o mecanismo responsavel pelas respostas de hipersensibilidade local
(revisado por Pennell & Lamb, 1997).

Em organismos unicelulares, procariontes ou eucariontes inferiores, para os quais a
principio a auto-destrui¢io representaria um fenémeno contra-evolutivo, especula-se que a
M.C.P. teria importéncia para a diferenciacio e adaptacdo a hostilidades ambientais. Da
mesma forma que para os organismos pluricelulares, a ocorréncia de apoptose em
unicelulares apresenta uma natureza favorecedora da coletividade, otimizando a

sobrevivéncia da coldnia em detrimento da morte de alguns individuos inadequadamente
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diferenciados ou infectados por virus, cuja permanéncia seria prejudicial (revisado por
Hochman, 1997; Ameisen, 1998).

De acordo com as fungdes citadas acima, alguns exemplos de estimulos
desencadeadores da apoptose seriam: radiagdo ou drogas que trazem danos aoc DNA, falta de
fatores de sobrevivéncia, espécies reativas de oxigénio, estimulo hormonal ou privagio
deste, glicocorticdides, estimulo ou privagao de citocinas e infecgdes virais, dentre inGmeros
outros. Na presenga do estimulo, células que possuem receptores especificos ou que séo
susceptivels tém o seu programa de morte ativado. Diferentes tipos celulares respondem
diferencialmente a estimulos especificos.

O termo “apoptose”, do grego, “folhas que caem das arvores”, introduzido por Kerr e
colaboradores (1972), originalmente refere-se a um conjunto de eventos morfologicos
peculiares e sequenciais assoclados a M.C.P., descritos inicialmente para alguns tipos
celulares de wvertebrados em condi¢cdes patologicas e ndo-patoldgicas, constituindo um
conjunto de sintomas que se tornaram diagnostico da M.C.P. e que a distinguem da necrose,
onde ocorre © comprometimento imediato da fung3o ¢ integridade celular (Fig. 3). Este
termo tornou-se bastante popular & medida em que o campo de estudo foi sendo expandido,
de forma que "apoptose" e "morte celular programada" tém sido empregados como
sindnimos na atualidade.

O fendmeno apoptdtico abrange a ocorréncia de marginagdo e condensagdo
cromatinica, fragmentacdo nuclear, condensagdio citoplasmatica, blebbing da membrana
plasmatica e citoplasma adjacente com posterior fragmentagio da célula nos chamados
corpos apoptOticos. Nos corpos apoptoticos a integridade de organelas e membranas €

mantida, evitando danos ao tecido em consequéncia do extravasamento de conteidos



citoplasmaticos, ¢ que ocorre durante a necrose (Fig. 3). (Kerr et al., 1972; Wyllie, 1980;
Duvall & Wyllie, 1986).

O conjunto fenotipico da apoptose estd associado a modificacbes da membrana
plasmaética que levam ao répido reconhecimento e fagocitose de células apoptoticas por
celulas vizinhas ou “fagoceitos profissionais™ antes mesmo da célula completar o conjunto de
alteragGes citado, na auséncia ou com resposta inflamatoria minima (Fig. 3) (revisado por
Savil, 1997). Uma destas modificagdes, sendo a melhor descrita até o momento, ¢ a perda da
assimetria da membrana plasmética com a exposicio de fosfatidilserina na bicamada
externa, fendmeno que pode ser localizado 77 situ com o uso da proteina Anexina V, a qual
tem afinidade e se liga a fosfatidilserina. Quando complexada a algum marcador a Anexina
V constitui uma forma de diagnostico do fendmeno (McEvoy e al., 1986; Fadok ef al.,
1992; Koopman ef al., 1994, Ernst ef al., 1998).

A fragmentac@o do DNA através de endonucleases especificas também é um evento
associado a apoptose, podendo ocorrer a quebra em fragmentos de alto peso molecular (50-
300 pkb, pares de kilobases) e oligonucleossomais (200 pb, pares de bases, e multiplos deste
tamanho). Os fragmentos oligonucleossomais podem ser facilmente visualizados como um
padrao de bandas em “escada” através de eletroforese em gel de agarose, sendo amplamente
utilizado como uma espécie de diagnéstico bioquimico de apoptose desde a década de 80,
embora se saiba atualmente que em alguns tipos celulares esta caracteristica possa estar
ausente durante a apoptose (Wyllie, 1980; Ucker ef al, 1992; Oberhammer ef al, 1993,
Walker ef al., 1993).

Nos ultimos anos, estudos morfoldgicos e bioquimicos tém revelado a ocorréncia de
significativas mudancas conformacionais, funcionais e de disposigio das proteinas do

citoesqueleto, 1dmina e matriz nuclear, as quais podem ser clivadas ou fosforiladas durante a

16



apoptose € que resultam nas modificacdes do padrfio cromatinico, fragmentacdo nuclear e
citoplasmatica descritas para este processo (Atencia ef al, 1997, Brown ef al, 1997;

Martelli ez al., 1997, Mills et al., 1998).

FIGURA 3. Sequéncia de modificacles ultraestruturais na apoptose e necrose. Uma célula normal é
esquematizada em 1. Em fases imiciais da apoptose (2) ocorre condensacio citoplasmética com a manutengio
da integridade de organelas e membranas e condensacdo cromatinica em porgdes junto ao envelope nuclear,
tornando 0 mesmo convoluto. Posteriormente (3), a célula fragmenta-se em corpos apoptoticos, que podem
conter por¢des nucleares on ndo, os quais sdo fagocitados por células vizinhas on "fagécitos profissionais” (4).
Em fases inmiciais da necrose (5), a célula apresenta condensacio cromatinica irregular, mitocOndrias
hipertrofiadas contendo um precipitado floculento em suas matrizes, dissolugio de ribossomos e ruplura em
porcies da memnbrana plasmatica. Mais adiamte (6), todos os componentes celulares sio desintegrados.

{Adaptado de Kerr et al | 1995)
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1.3.2. PRINCIP AIS MOLECULAS ENVOLVIDAS E ASPECTOS MECANISTICOS

Nos anos 80 a associagdo de um evento bioquimico (padrio de fragmentagio do
DNA) a um conjunto de eventos morfolégicos que caracterizam o fendmeno apoptético deu
impulso para novas abordagens no estudo da morte celular, especialmente para a descoberta
de genes e moléculas envolvidos na execug&o e regulagio do fendmeno.

Estudos pioneiros do confrole genético da apoptose utilizaram como modelo o
nematodeo Caenorhabditis elegans (Ellis e Horvitz, 1986), passando posteriormente para o
estudo de insetos e mamiferos, estando na atualidade ja identificadas algumas familias de
genes envolvidas no processo, bem como mecanismos, vias de execugdo e regulagio,
relacionados principalmente a humanos, Drosophila melanogaster e C. elegans.

A observagdo de que as modificagdes celulares durante a apoptose sio bastante
conservadas entre os diferentes tipos celulares levou os pesquisadores a presumir que as
diversas vias sinalizadoras possiveis resuitariam na ativagio de um mecanismo de “execucio
celular” comum. Estudos posteriores atribuiram a “execugdo celular” 3 uma familia de
proteases de cisteina conhecidas como caspases. Nesta ocasifo foi verificada homologia
entre o produto do gene CED-3 (cell abrnormal death-3) de C. elegans, essencial para a
morte celular ¢ a enzima ICE (interleucin-1 3 converting enzyme), agora chamada caspase-1,
de mamiferos (Yuan et al., 1993).

Os membros desta familia tém sequéncia de aminoacidos, estrutura e especificidade
de substrato semelhantes. As caspases s3o produzidas constitutivamente, sendo encontradas
normalmente na célula na forma zimogénica (procaspases), a qual contem trés dominios
principais separados por sitios de clivagem contendo aspartato: 1 - pré-dominio N-terminal;
2 - uma “sequéncia maior”, de aproximadamente 20 kD; 3 - uma “sequéncia menor”, C-

terminal, de aproximadamente 10 kD. Estas enzimas tornam-se ativas através de protedlise,
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formando tetrameros contendo dois heterodimeros constituidos de uma subunidade maior €
uma subunidade menor (derivadas, respectivamente, das “sequéncias maior e menor’
presentes na forma zimogénica da enzima) (Fig.4). Cada tetrBmero possul dois sitios
cataliticos independentes nas regides de intima associagdo entre uma subunidade maior e
uma menor nos heterodimeros (Fig. 4). O pro-dominio N-terminal é extremamente variavel
em sequéncia e tamanho, tendo fun¢3o regulatéria da ativagdo, nio fazendo parte da enzima
na sua forma ativa (Fig. 4) (revisado por Thornberry & Lazebnic, 1998).

As caspases possuem alta especificidade, reconhecendo sequéncias de 4 residuos de
aminoacidos em posi¢do N-teminal ao sitio de clivagem, sendo o residuo mais proximo a
este sitio (posigdo P1) sempre um acido aspartico, dai o nome trivial "caspase” ("c" refere-se
a cisteina no sitio ativo, "aspase” refere-se ao aspartato nos sitios de clivagem) {Cohen,
1997).

Atualmente so conhecidas por volta de 13 caspases diferentes em mamiferos, cada
qual, acredita-se, clivando um conjunto especifico de proteinas-alvo, que inclui proteinas do
citoesqueleto, quinases e caspases (onde a clivagem leva a ativagio destas enzimas),
proteinas reguladoras de reparo de DNA, de splicing de RNA e do ciclo celular, entre outras
(revisado Cohen, 1997, Cory & Adams, 1998, Thornberry & Lazebnic, 1998).

A ativac@o das caspases € um evento hierarquico, havendo caspases que clivam e
consequentemente ativam outras caspases numa cascata sequencial de ativacdo. Desta
forma, as caspases poderiam ser classificadas em iniciadoras, as que estdo no topo da cascata
de ativagdo, e efetoras, as que estdo no fim e que participam da “execucdo” da morte celular
(Fig. 4) (revisado Villa et al., 1997, Cory & Adams, 1998).

Acredita-se que as caspases iniciadoras possam ser ativadas por outras proteases

semelhantes, como a serina-protease granzima B (Darmon ef al, 1995) ou por auto-
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processamento. Ha evidéncias de que o auto-processamento ocorra pela ligacio das
procaspases a cofatores através do seu pro-dominio N-terminal longo, o que se da frente ao
estimulo apoptético. Esta ligagiio promoveria uma aglomeragio de procaspases, que
possuem uma pequena atividade, cuja proximidade seria capaz de desencadear o auto-

processamento (revisado por Thornberry & Lazebnic, 1998).
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FIGURA 4. Ativacfio sequencial de caspases. A procaspase iniciadora representada (procaspase-8) possui
pro-dominio N-terminal longo, contendo dearh effector domains (DED) e quatro sitios de clivagem (CLIV),
necessartos para sua auto-ativagiio. A caspase-8, formada por um tetrimero com duas subunidades maiores e
duas subunidades menores, ¢ capaz de ativar procaspases execuloras, como a procaspase-3, a qual contém
irés sitios de clivagem para aiivacdo. e que, imma vez ativada, clivard proteinas-alve resultando no conjunto de

modificaghes observado na apoptose. (Adaptado de Cory & Adams, 1998)
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Um exemplo bem caracterizado de via sinalizadora inicial da apoptose e ativagdo de
uma caspase iniciadora por proximidade induzida é desempenhada pelo receptor de
membrana CD95, também chamado APO-1 ou receptor FAS, pertencente a superfamilia de
receptores TNF (fumor necrosis factor), identificados somente em vertebrados e cujas
fungdes melhor conhecidas sdo a delegio de linfocitos ativados apés a fung@o imune e a
morte de células-alvo por linfécitos T citotoxicos (Nagata & Golstein, 1995). Este receptor,
da mesma forma que os outros membros da familia de receptores TNF, possui um domimio
extracelular rico em residuos de cisteina, um dominio transmembrana e um dominio
citoplasmatico chamado death domain (Tartaglia et al., 1993; Nagata, 1997). Quando em
contato com o ligante (FasL ou CD95L), sinalizador para a morte, ocorre agrupamento dos
death domains de varios receptores CD95 (Huang ef al., 1996) e consequente hgacdo ao
death domain de uma proteina adaptadora, chamada FADD (Fas-associated death domain)
(Chinnaivan ef al., 1995). A proteina FADD, por sua vez, também possui um dominio DED
(death effector domain) que se iga a uma regifio analoga no prodominio da procaspase-8,
uma caspase inicladora. O recrutamento e aglomeragdo destas procaspases resultaria na
auto-ativagdo e inicio da cascata de caspases.

Outro modelo de auto-ativagdo de uma caspase iniciadora através de proximidade
induzida, passivel de ativagdo por diversos tipos de estimulos, envolve outros elementos-
chave da regulagfio da apoptose que merecem ser comentados.

As analises genéticas em (. elegans permitiram a identificagdo de outras 2 proteinas
relacionadas a morte celular, além da ja comentada CED-3 cujos homodgos em vertebrados
da auto-ativagdo desta caspase. Na auséncia de estimulo para a morte celular estes elementos

formam um complexo, chamado apoptossoma, onde CED-9 esta presa a membrana
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mitocondnal externa e complexada a CED-4; esta, por sua vez esta ligada & forma
zimogénica de CED-3. Na presenca do estimulo apoptdtico ocorre uma cascata de reagoes
que leva a liberacdo do complexo CED-4/CED-3 de CED-9. Assim, CED-4 esta livre para
interagir com outras moléculas CED-4, promovendo a aglomera¢io de CED-3 e sua ativacio
por auto-processamento (revisado por Hengartner, 1998).

CED-9, o inibidor da ativagio de caspases, apresenta homologia com um membro
antiapoptotico de uma vasta familia de proteinas chamada Bcl-2, a qual contem elementos
que inibem ou estimulam a ativagdo de caspases, enquanto CED-4 apresenta homologia com
Apaf-1 (apopiosis protease-activation factor), a qual funciona como um adaptador para o
agrupamento de procaspases, desempenhando fungdo semelhante & das proteinas FADD
citadas no exemplo anterior. Desta forma, o apoptossoma de vertebrados seria composto por
Bel-xI (membro da familia Bel-2, homédlogo a CED-9), Apaf-1 e procaspase- 9 (Fig. 5)
(revisado por Hengartner, 1998).

A familia Bel-2 compreende véarias proteinas que estio envolvidas na regulacio da
apoptose, podendo agir de forma inibitoria ou estimulatdria. Ao todo, cerca de 23 membros
desta familia foram identificados em mamiferos e virus, possuindo pelo menos um entre
quatro motivos conservados (BH1 a BH4). De acordo com a fungio (anti-apoptose ou pro-
apoptose) e presenca destes dominios, a familia Bcl-2 esta dividida em trés sub-familias,
sendo a mais numerosa, com cerca de 12 membros, inibidora de apoptose e as outras duas,
pré-apoptoticas (revisado por Adams & Cory, 1998). Membros de diferentes sub-familias
podem heterodimerizar por interagio entre os dominios BHI, BH2 ¢ BH3 onde um elemento
pode neutralizar a fun¢fio do outro de modo especifico, o que sugere que a concentragio
relativa destes elementos dentro da célula seria um fator de regulacio do programa de morte

(Oltvai et af., 1993).



Além dos 4 motivos citados, quase todos os membros da familia Bcl-2 apresentam
uma cauda hidrofébica C-terminal, possivelmente relacionada a ancoragem destas moléculas
a endomembranas (Muchmore e/ al., 1996).

A regulagio das funcdes dos membros da familia Bcl-2 encontra-se caracterizada
para sinais provenientes de fatores de sobrevivéncia ou pela via apoptdtica mediada pelo
fator transcricional P53. Fatores de sobrevivéncia podem induzir em células-alve a
transcricio de genes antiapoptoticos da familia Bcl-2 ou promover inativagdo de membros
pro-apoptoticos através de mudangas pés-traducionais (Fig. 5). Por outro lado, P53 induz a
transcrigdo de genes pro-apoptoticos da familia Bel-2, como por exemplo bax, como parte
de seu mecanismo de indugio de apoptose diante de danos celulares irreversiveis (revisado
por Adams & Cory, 1998).

Importantes elementos adicionais de regulagio da apoptose no contexto do
apoptossoma s30 provenientes das mitocdndrias, principalmente para vertebrados (Fig. 5).
Algumas fontes de estimulo apoptético, como radiagdo ultravioleta, resultam na liberagdo de
citocromo C do espago intermembranas das mitocdndrias para o citoplasma. Citocromo C e
ATP sdo cofatores essenciais para a ativagdo da procaspase-9 por Apaf-1, fato nfo
observado em C. elegans (Liu et al., 1996; Yang ef al, 1997). Além do citocromo C,
acredita-se que a mitocdndria possa liberar um outro fator de ativagio de caspases efetoras
chamado AILF (apoptosis-inducing factor) bem como caspases propriamente ditas (Susin ef
al., 1996; 1997). Um dos mecanismos antiapoptéticos de membros da familia Bel-2, uma
vez associados a membrana mitocondrial externa, seria manter a sua integridade e evitar a
liberacdo do citocromo C (Yang ef af.,, 1997, Green & Reed, 1998). Por outro lado, o
membro pro-apoptodtico bax induz a liberagio deste por formar poros na membrana

mitocondrial externa, podendo causar inclusive morte independente da agio de caspases



quando expresso em grande quantidade, fato observado para leveduras e mamiferos (Green
& Reed, 1998).

Este ltimo fato juntamente com outras evidéncia experimentais tém sugerido que
apoptose € necrose poderiam possuir mecanismos em comum, sendo a mitocdndria um
elemento-chave desta relacdo, permitindo vérias especulagdes.

Para diversos tipos celulares em apoptose tem sido observado o colapso do potencial
transmembrana da mitocdndria pela abertura de um canal de condutincia conhecido como
poro PT (poro de permeabilidade transitoria), o qual resulta no influxo de 4dgua e ions para a
mitocondria, possivel ruptura da membrana externa e liberagdo dos fatores proapoptdticos
citados (Bernardi er al, 1992; Petronilli et al, 1994). Diante do comprometimento das
fungbes de fosforilagio oxidativa e consequente deplecio do ATP celular, uma célula na
qual a glicolise apresenta maior importancia na produgdo de ATP do que a respiragiio
mitocondrial teria maior tendéncia a apoptose, enquanto outra, sem ATP suficiente para
atuar como cofator na ativagido de procaspases ou que possui muitos inibidores destas
enzimas, sofreria necrose mesmo na presenca de um estimulo apoptdtico (Gfeen &

Kroemer, 1998).
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FIGURA 5. Regulagdio da atividade de um membro pré-apoptdtice de Bel, por modificacio pos-traducional e
papel da mitocondria na apoptose. A ligagdo da Interlencina-3 (um fater de sobrevivéncia) ao sen recepior leva
a ativagio de uma quinase que fosforila BAD (membro pro-apoptitico da familia Bcly), resultando no seu
sequestro por wma proteina 14-3-3, o que maniem o apoptossoma (Bel-xl/Apafl/procascase-9) ¢ mitocOndria
intactos. Na anséncia da citocina a defosforilagdo de BAD por uma fosfatase permite a dimerizacfo deste com
Bel-xl ¢ consequente liberagdo de Apaf-1 complexado a procaspase-9, bem como a liberagdo de citocromo C e
AIF pela mitocondria, cofatores para a ativacio de caspases, ocorrendo assim a ativagdo da procaspase-9, na

presenca de ATP, a qual ird ativar a procaspase-3 levando a apoptose. (Adaptado de Cory & Adams, 1998).
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1.4. RELACOE S ENTRE APOPTOSE E INFECCOES VIRAIS

Os estudos sobre virus tém trazido importantes contribuigbes para o conhecimento da
regulagdo das vias apoptdticas. Tém-se observado intima associacio e coevolugio de
estratégias do hospedeiro, no sentido de desencadear resposta apoptotica como forma de
defesa, evitanto a disseminagio viral pelo organismo, e de estratégias virais para bloquear
esta resposta ou para replicar em uma célula apoptttica, tirando inclusive proveito da
fragmentacio celular para disseminagio da progénie viral (Teodoro & Branton, 1997).

Ao entrar em uma célula, os virus podem interferir diretamente em mecanismos do
ciclo celular, direcionando a maquinaria da célula para a transcrigio e tradugio de seus
genes ¢ mibindo a transcrigio de genes celulares, eventos por si s6 muito invasivos,
passiveis de serem reconhecidos e gerar resposta apoptética. Adicionalmente, a transcrigio e
traducio de genes virais também podem ser causas para o desencadeamento da resposta
apoptotica pela célula hospedeira frente a uma infecgdo viral. Apesar destas hipoteses serem
bastante consistentes, nenhum mecanismo de inducdo da apoptose por virus foi totalmente
esclarecido.

Frente a ameaca de interrupgio do ciclo de infecgdio viral pela morte prematura da
cclula hospedeira, podem ocorrer trés tipos gerais de estratégias empregadas por virus
animais para o prosseguimento do ciclo e produgio de progénie viral. Duas destas
estratégias tém sido observadas em diferentes virus animais € a terceira ¢ ainda hipotética.
Estas estratégias seriam: 1 - uma multiplicacio rapida, antes do comprometimento das
fungbes celulares; 2 - a “aquisigio” de genes inibidores da morte celular; 3 - o
desenvolvimento de uma infecgdo "silenciosa", capaz de evadir a resposta apoptética celular

(Koyama ef al., 1998}
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A hipotese da infecglio silenciosa se baseia na possibilidade da existéncia de
infecgbes persistentes para virus que ndo possuem genes antiapoptoticos € que se
multiplicam de forma extremamente lenta, ndo havendo perturbacdes sérias a maquinaria
celular passando, desta forma, desapercebido pelos mecanismos de checagem (Koyama ez
al., 1998),

A rapida multiplicagdo e grande produgio de progénie viral mesmo em uma célula
apoptotica € observada para varios virus de RNA, para os quais se supde ser mais dificil a
“aquisi¢do” de genes antiapoptoticos (Takizawa ef al., 1993; Hinshaw ef al., 1994, Koyama,
1995; Pekosz ef al., 1996; Koyama ef al., 1998).

A presenca de genes antiapoptOticos tem sido mostrada para diversos tipos de virus
animais, principalmente para virus de DNA_ revelando ampla variedade de estratégias de
interferéncia com as vias apoptdticas (Young ef al, 1997, Hardwick, 1998). Dentre esta
multiplicidade de estratégias podem ser comentados alguns tipos de produtos de genes virais
antiapoptoticos e seus efeitos:

. Homologos de Bel-2: Alguns tipos de proteinas codificadas por genes
antiapototicos encontrados em adenovirus (Rao ef al, 1992), herpesvirus (Henderson et al.,
1993; Tarodi ef al, 1994) e African swine fever virus (ASFV) (Afonso ef al, 1996)
apresentam estreita homologia de estrutura e fungiio com a proteina celular Bel-2, cuja
funcdo inibidora da apoptose encontra-se bem caracterizada. A proteina homologa de Bcel-2
BHRF1 de Epstein-Barr virus pode causar inibigio da diferenciag@o de células epidérmicas
pela sua a¢do anti-apoptdtica, sendo inclusive um fator de influéncia para o desenvolvimento
de tumores relaciondos a este virus (Henderson ef al., 1993; Tarodi er al., 1994).

. Inativadores de P53: Proteinas capazes de inativar as fungdes pro-apoptoticas

do fator transcricional P53, o qual € ativado por diversos estimulos apoptéticos, sio



codificadas por genes encontrados também em adenovirus (Debbas & White, 1993), human
papilloma virus (HPV) (Scheffner ef al., 1990) e Simian virus 40 (§V40) (Linzer & Levine,
1979). A proteina E1IB 55k de adenovirus e o antigeno T de SV40 interagem diretamente
com P53, estabilizando-a e inibindo sua atividade de ativagdo transcricional (Mietz ef al,
1992, Yew & Berk, 1992), enquanto a proteina E6 do HPV leva a degradacio de P53
através da via de ubiquitinagio (Scheffner ez al., 1990).

e Inibidores de caspases: Inibidores de caspases foram descritos em baculovirus
(Clem ez al., 1991) e cowpox virus (Ray ef al, 1992). A proteina Crma, codificada por
cowpox virus, possui sitio de clivagem para caspases funcionando como um pseudo-
substrato que forma um complexo estavel com este tipo de enzima, a qual ¢é responsavel pela
execugdo da apoptose, inativando-a. Foi verificado que Crma inativa especificamente a
caspase-8, importante caspase iniciadora da via Fas (Dobbelstein & Shenk, 1996), além da
caspase-1, cuja fungio na apoptose ¢ ainda controversa.

e Inibidores de vias mediadas por receptores TNF: Inibidores que interagem com
vias apoptéticas mediadas por receptores da familia TNF sdo codificados por myxoma virus,
um virus imunodepressor (Macen ef al., 1996; Schereiber et al, 1997), herpesvirus e
poxvirus (Bertin et al, 1997), adenovirus (Shisler ef al, 1997) e human cytomegalovirus
(Zhu ef al., 1995). Os herpesvirus ¢ os poxvirus codificam proteinas que possuem dominio
homoélogo ao motivo DED de proteinas adaptadoras FADD. Desta forma, estas proteinas
podem se ligar tanto ao prodominio DED de FADD quanto da procaspase-8, bloqueando o
recrutamento desta procaspase e a sua ativagdo por proximidade induzida (Hu ef af., 1997,
Thome et al., 1997).

Além de inibir diretamente a apoptose, os virus desenvolveram estratégias pelas

quais conseguem tirar proveito de eventos apoptdticos, atrasando esta resposta de forma a
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haver tempo suficiente para ocorrer a produgio de progénie viral antes da destruicdo celular.
Durante as fases finais da apoptose, quando fragmentos celulares envoltos por membrana
intacta sio fagocitados por macréfagos ou células vizinhas sem a induglo de resposta
inflamatoria, ©s virus presentes nos corpos apoptoticos podem ser beneficiados sendo
disseminados para outras células de forma bastante segura, um mecanismo capaz de explicar
a disseminac&o de virus nfo-envelopados ndo-liticos (Teodoro & Branton, 1997).

A apoptose é também importante evento relacionado & patologia da AIDS (Sindrome
da Imunodeficiéncia Humana Adquirida). A perda dramatica de células T CD4™ pode ser
explicada pela indugo inapropriada de apoptose em células nao-infectadas, uma vez que
somente uma pequena percentagem de células mononucleares do sangue periférico sio
ativamente infectadas, havendo inclusive a indugdo de apoptose em outros tipos celulares,
como neurdnios e células tronco da linhagem hematopoiética. De acordo com inlimeras
evidéncias experimentais, a indu¢do de apoptose pelo HIV em células T ndo-infectadas se
processaria de duas formas basicas: a ligagio de proteinas virais ENV aos receptores CD4
através de apresentacdo de antigeno induziria diretamente a apoptose nestas células e/ou
induziria uma expressdo exarcebada e liberagio de Fas-ligante pelas células T nfo-
infectadas, causando a indug3o de apoptose via receptor Fas (revisado por Young ef af,
1997).

Fato peculiar consiste na indug@o de apoptose em hemocitos da lagarta Pseudoplusia
includens por infec¢do viral relacionada ao parasitismo pela vespa Microplitis demolitor
(Hymenoptera: Braconidae) (Strand & Pech, 1995). Os ovos desta vespa sio injetados na
lagarta acompanhados de veneno e do polidnavirus Microplitis demolitor virus, sendo este
Ultimo essencial para a sobrevivéncia da progénie do parasitéide. Sabe-se atualmente que o

DNA de polidnavirus associados a vespas desta familia integra-se ao seu genoma na forma
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de provirus, sendo multiplicado apenas pela sua transmissfo vertical (Gruber ef al., 1996;
Savary ef al., 1997), havendo assim uma simbiose obrigatoria entre o virus € a vespa. A
inocula¢do de Microplitis demolitor virus na hemolinfa de fases larvais de Pseudoplusia
includens ou em hemocitos cultivados leva a ocorréncia de apoptose em granuldcitos,
células mediadoras importantes para o processo de encapsulagdo, garantindo desta forma o

sucesso da progénie da vespa e consequentemente do virus (Strand & Pech, 1995).

1.5. REGULACAO DA APOPTOSE POR BACULOVIRUS

A percepgdo inicial de que baculovirus poderiam induzir apoptose em células
hospedeiras deve-se ao surgimento casual de um mutante do baculovirus Autographa
californica nucleopolyhedrovirus (AcMNPV), isolado pelo Dr. Roland Russnak (University
British Columbia) durante a construgdo de um vetor de expressdo (Clem & Miller, 1994a).
Este mutante foi chamado Annihilator (" Aniquilador") por causar morte prematura, em torno
de 12 horas pos-infecgdo (h p. 1.), em células IPLB-SF-21 AE (SF-21) (Vaughn et al., 1977),
derivadas de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:Noctuidae), as quais sdo permissivas ao
virus AcMNPV selvagem, nio havendo produgio de corpos de oclusio. A observacio de
que este virus poderia se replicar normalmente em outra linhagem, TN-368 (Hink, 1970),
derivada de Trichoplusia ni, viabilizou a producio de indculo viral e a analise molecular
deste virus, além de fornecer incentivo adicional para o estudo do ponto de vista da
especificidade de infecgdo (Clem & Miller, 1994a).

A observagio de que células SF-21 infectadas com vAcAnh apresentavam blebbing
na membrana plasmatica, sendo posteriormente fragmentadas em corpos apoptoticos,
adicionado da ocorréncia de condensagdo, fragmentagio nuclear e clivagem

internucleossomal do DNA entre 6 e 12 h p. i., mostrou, de forma conclusiva, que a morte
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prematura de células SF-21 infectadas pelo mutante vAcAnh se tratava de apoptose,
constituindo o primeiro registro formal do fenbmeno dentre os invertebrados (Clem, ef al.,
1991; Clem- & Miller, 1994a).

A observagio da ocorréncia de dlebbing transiente em células SF-21 infectadas pelo
baculovirus AcMNPV selvagem por volta de 12 h p. i. levou & suposigio da existéncia de
um gene de blogueio a apoptose em AcMNPV, o qual poderia estar ausente em vAcAnh.
Ensaios de marker rescue, onde eram realizadas cotransfecgdes do virus vAcAnh com
fragmentos de uma biblioteca gendmica de AcMNPV em células SF-21, levaram &
descoberta de um gene capaz de complementar a infecgdo, nomeado p35, presente no
fragmento EcoRI-S de AcMNPV. O sequenciamento desta regifio em vAcAnh revelou uma
delecdo no gene p33, cujo fendtipo fo1 confirmado pela construgao de um mutante contendo
o gene LacZ em substitui¢ao a uma porcgdo de p33, causando os mesmos efeitos que vAcAnh
em SF-21 (Clem, et al., 1991, Clem & Miller, 1994a).

O gene p35 e homdlogos foram descritos até o momento em somente trés espécies de
baculovirus: AcCMNPV (Clem et af,, 1991), Bombyx mori nucleopolyhedrovirus (BmNPV)
(Kamita ef af., 1993) e Spodoptera litorallis nucleopolyhedrovirus (SINPV) (Du ef af, 1999).

A proteina P35 de AcMNPV contem 299 aminoacidos, com massa molecular
aproximada de 38,4 kDa, ndo possuindo sequéncia sinal ou motivos reconhecivels,
possuindo varias aglomeragdes de dominios carregados em sua sequéncia, passiveis de
constituir pontos de interagdo proteina-proteina (Hershberger et al, 1994, Bertin ef al.,
1996; Clem et al., 1996) (Fig. 6).

Virios estudos tém demonstrado a capacidade da proteina P35 de AcMNPV bloquear
a apoptose em Drosophila melanogaster (Hay et al., 1994), em Caenorhabditis elegans

(Sugimoto ef al., 1994; Xue & Horvitz, 1995) e em varios tipos celulares de mamiferos, sob



estimulos variados (Rabizadeh er al., 1993, Beidler e¢f al., 1995; Martinou et al., 1995; Datta
et al., 1997, Mei et al, 1997). A apoptose induzida por varios tipos de estimulos em
linhagens de células de lepidoptera também ¢é passivel de inibi¢io por P35 (Bose et af.,
1998; Lee & Chao, 1998; Sah er al., 1999).

Ao mesmo tempo em que foi demonstrado o amplo espectro de inibigdo de P35,
experimentos com proteinas isoladas in vifro, bem como em células intactas, mostraram que
P35 possui a capacidade de inibir varios tipos de caspases, as quais s3o bastante conservadas
dentre os animais, 0 que vem explicar o seu amplo expectro de inibi¢do (Bump ef al., 1995;
Bertin ef al., 1996; Xue & Horvitz, 1995, Zhou ef al., 1998).

P35 possui o sitio de clivagem para caspases Asp-Gln-Met-Aspg-Gly (DQMDs7-G)
exposto em uma das varias porgbes hidrofilicas da molécula (Fig. 6), constituindo um
substrato que apOs a clivagem forma um complexo estivel com a enzima, inativando-a.
Substituigdes do residuo Aspss (posi¢do p4) causaram perda da inibigdo porém ndo
suprimiram a capacidade de clivagem, mostrando que outras interagdes, juntamente com a
clivagem, sdo responsaveis pela inibigio (Bertin ef al., 1996).

Ensaios de marker rescue para identificacdio de genes de outros baculovirus capazes
de complementar a infecgio do baculovirus vAcAnh em células SF-21 resultaram na
descoberta de um outro tipo de gene antiapoptotico presente em baculovirus, nomeado iap
(inibidor de apoptose) (Crook ef al, 1993, Birnbaum ef al, 1994). Estudos posteriores
revelaram que os genes igp formam uma extensa familia, estando presentes em baculovirus,
nematdides, insetos, mamiferos e leveduras (revisado por Uren et al. 1998), sendo o
primeiro representante deste grupo de genes descrito em Cydia pomonella granulovirus
(CpGV) (Crook er al, 1993), seguido de Orgyia pseudotsugata nucleopolyhedrovirus

(OpMNPV) (Birnbaum ef a/., 1994),
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As proteinas IAP apresentam duas sequéncias-motivo de facil identificacdo: na
extremidade carboxi-terminal apresentam um motivo do tipo zinc finger, conhecido como
RING finger, que pode estar ausente em alguns IAPs, e na extremidade N-terminal, uma ou
até trés sequéncias conhecidas com BIRs (baculoviral [AP repeats), presentes em todos os
1APs (Fig. 6). Estes dois motivos apresentam sequéncias caracteristicas de ligagio a metais,
tendo sido mostrado experimentalmente sua ligagdo com zinco (revisado por Clem, 1997).
Ao menos uma BIR ¢ essencial para a atividade antiapoptotica destas proteinas, enquanto a
importéncia do dominio RING finger para esta atividade pode variar de acordo com a 1AP
ou o estimulo apoptotico (revisado por Miller, 1999).

Uma vez que nem todas as proteinas que contém o motive BIR possuem atividade
antiapoptoética, recentemente foi sugerido nomear estas proteinas como BIRPs (baculoviral
IAP repeat profeins) ao invés de IAPs (Uren ef al., 1998).

Varios estudos tém demonstrado que as IAPs podem inibir a apoptose de duas
formas: interferindo com mecanismos de ativagdo de caspases ou inibindo diretamente
caspases ativadas (revisado por Miller, 1999).

IAPs codificadas por baculovirus tém apresentado capacidade de interferir com
mecanismos de ativagao de caspases (Seshagiri & Miller, 1997). IAPs de baculovirus e de
Drosophila melanogaster interagem diretamente com moléculas envolvidas na inducdo de
apoptose de Drosophila (Reaper, HID, GRIM e DOOM) expressas em células SF-21
(Harvey et al., 1997; Vucic et al., 1997; 1998).

D-IAP1, uma das duas 1APs de Drosophila, mostrou ser capaz de interagir
diretamente e inibir caspases ativadas de S. frugiperda, Drosophila e mamiferos (Sf-
caspase-1, drlCE e caspase-3) expressas em células SF-21, enquanto D-IAP2 e Op-IAP1 nio

apresentaram esta atividade (Kayser ef al., 1998).



IAPs de mamiferos, por sua vez (X-IAP, c-IAP-1 e c-IAP2), apresentam
propriedades de inibir diretamente caspases efetoras ativadas (caspase-3 e caspase-7) bem
como de inibir a ativagio de uma procaspase iniciadora (procaspase-9) (Deveraux ef al.,
1997, 1998; Roy er al, 1997). Além disso, ¢-IAP-1 e ¢c-IAP-2 s80 capazes de inibir a
apoptose em celulas de mamifero interferindo com a via sinalizadora TNF (Rothe ef al.,
1995).

Desta forma, em algumas linhagens celulares de inseto a apoptose induzida pela
infecc@o com virus contendo mutagdes em p35 ou por mecanismos ndo-virais pode ser
bloqueada na presen¢a de um baculovirus selvagem ou fragmento de DNA contendo os
genes p35 ou iap (Clem et al., 1991; Crook et al, 1993; Kamita ef al., 1993; Birnbaum ef
al., 1994; Cartier ef al., 1994; Clem & Miller, 1994b; Hershberger et al, 1994; Du et dl,
1999). Em outras linhagens de células de inseto, como TN-368 (Hink, 1970), mutantes de
AcMNPV p35" podem se replicar e produzir progénie normalmente sem a ocorréncia de
apoptose (Clem ef al., 1991, Hershberger er al., 1992). Ainda em outros casos, como o de
AcMINPYV selvagem, apesar da presenga de p35 este virus nio é capaz de bloquear a
apoptose em linhagens celulares especificas (Chejanovsky and Gershburg, 1995; Palli e al.,
1996b). Desta forma, a coevolugdo de mecanismos apoptéticos e de seu bloqueio nos
diversos sistemas hospedeiro/baculovirus revela-se como um dos fatores determinantes do
espectro de hospedeiros para cada baculovirus. (revisado por Clem, 1997).

Em comparagdo com os mecanismos de bloqueio da apoptose de baculovirus,
parcialmente elucidados, os mecanismos de indugiio sio completamente desconhecidos,
havendo somente indicios do envolvimento da replicacdo do DNA viral e da expressio de

genes early, como os transativadores fe/ e pe38 (Prikhod’ko & Miller, 1996; 1999).



Apesar dos avangos molecuiares nesta area de estudo, onde a identificagdo de
proteinas inibidoras de apoptose trouxe grande repercussdo para a elucidagdo de aspectos
relacionados & regulagdo das vias apoptoticas e de sua conservagdo dentre os metazoarios,
pouco se conhece sobre a ultraestrutura das linhagens de células de inseto em processo de
apoptose induzido por baculovirus ou outro mecanismo, havendo apenas um estudo
utilizando microscopia eletronica de transmissao para células FPMI-CF-203 (CF-203) (Sohu
et al., 1993) infectadas pelo virus ACMNPV (Palli ef al, 1996b) e outro estudo desta mesma
linhagem sob efeito de inibidores de transcrigdo e traduggio (Palli ef al., 1996a). O primeiro
trabalho (Palli ef al, 1996b) apresenta dados ultraestruturais de células CF-203 em apoptose
induzida por infecgdo com AcMNPV, onde estas células apresentaram tipica condensagio
nuclear, ndo sendo porém muito bem evidenciada a formagio de corpos apoptéticos,
sugerindo, de modo geral, um aspecto necrético para estas células. J4 no estudo
ultraestrutural desta mesma linhagem sob efeito de inibidores de transcrigdo e tradugio
(Palli ef al., 1996a), condensagio cromatinica, fragmenta¢do nuclear e formagio de corpos
apoptdticos sdo bem documentados, havendo grande semelhanga com o conjunto fenotipico

da apoptose de vertebrados.
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FIGURA 6. P35 ¢ IAPs. A- Caracteristicas de P35 de AcMNPV. Esta proteina nfo possui motivos
reconheciveis, possuindo em sua sequéncia regides ricas em lisina e trés regides carregadas, sendo que em
uma delas esta localizado o sitio de clivagem por caspases, estando representados os aminodcidos proximos a
este sitio. B- Representacdo de alguns homdélogos conhecidos de IAP. IAPS de baculovirus (Cp-IAP; Op-IAP
¢ Ac-IAP) sio menores, possuindo sempre dois BIRSs, enquanto os IAPs celulares (DIAPI, DIAP2, NAIP,
CIAP-1, cIAP-2 e hILP) sdo maiores, possuindo trés BIRs, com excessio de DIAP]. As sequéncias concenso
de BIRs e RING finger s3o representadas, onde X significa qualquer aminodcido (Adaptado de Clem, 1997).
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1.6. CONTEXTO E OBJETIVOS

A biologia molecular do baculovirus Anticarsia gemmatalis nucleopolyhedrovirus
(AgMNPV) e o seu comportamento infeccioso em lagartas hospedeiras e em cultura de
células de insetos vém sendo estudados no laboratério de Microscopia Eletrdnica da
Universidade de Brasilia.

Durante a construcio de um baculovirus AgMNPYV recombinante contendo o gene da
B- galactosidase de FEscherichia coli foi obtido além de virus recombinantes e ndo
recombinantes, um mutante, cuja infeccdo a linhagem celular permissiva derivada de
Anticarsia gemmatalis, UFL-AG-286 (Sieburth & Maruniak, 1988a), induz a morte
prematura destas c€lulas. A infecgio de outra linhagen celular, derivada de Trichoplusia ni,
BTI-Tn-5B1-4 (Tn-5B) (Granados et al., 1994) com este mutante, ao contrario do ocorrido
com UFL-AG-286, resultou em ciclos de infecgdo completos, com a visualizagdo de
poliedros no nucleo da maioria das células a partir de 48 horas pds-infeccdo (h p. i), o que
possibilitou a multiplicagfo e produgdo de indculo viral.

Frente a este fendmeno, juntamente com o fato de que nesta década inimeros artigos
de grande mmpacto relacionados a regulagdo da apoptose por baculovirus tém sido
produzidos, gerando interessantes contribui¢bes para a compreensio da regulagio das vias
apoptoticas, de sua conservagdo dentre os seres vivos e das relagdes coevolutivas entre virus
e hospedeiros, tornou-se atrativa a possibilidade de investigar este novo baculovirus
mutante, nomeado vApAg (virus AGMINPV indutor de apoptose).

Desta forma, este trabaltho tem por objetivo caracterizar a citopatologia induzida pelo
virus vVApAg em células UFL-AG-286, que entram em morte celular prematura, e em células
Tn-5B, onde ocorre a replicagdo normal do virus. De forma comparativa, pretende-se

também investigar a citopatologia induzida por um virus mutante conhecido, vP35del,



derivado de Autographa californica nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) (Clem ef al., 1994),
em células UFL-AG-286.

Com este estudo pretende-se:

e Investigar se a morte prematura induzida pelo mutante vApAg em células UFL-
AG-286 tem caracteristicas relacionadas a apoptose;

e Investigar se hd a ocorréncia de fragmentacdo oligonucleossomal do DNA em
celulas infectadas, fendmeno relacionado & apoptose;

e Através de caracterizag8es estruturais e ultraestruturais verificar as semelhancas
e diferencas desta morte com a morte induzida por um baculovirus de outra espécie, que nio
possui 0 gene antiapdptético p33, sabidamente incapaz de bloquear a apoptose induzida em
varias linhagens celulares; no sentido, inclusive de fazer inferéncias sobre a natureza da
possivel mutagio ocorrida em vApAg;

Acredita-se que este estudo inicial de vApAg seja um caminho para estudos
adicionais que levem a compreensdo das estratégias empregadas pelo virus AgMNPV para
infectar de forma bem-sucedida seus hospedeiros, de suas relagdes coevolutivas com estes e

relagdes filogenéticas com outros baculovirus.
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2. ARTIGO ACEITO PARA PUBLICACAO

A realizagdo deste trabalho de tese resultou na producdo do seguinte artigo, o qual foi

aceito para publicag¢io em outubro de 1999.

2.1 Silveira, E. B., Ribeiro, B. M. & Bao, S. N. Morphological Studies of Apoptosis in Insect
Cells Infected with vApAg, an Arnficarsia gemmatalis nucleopolyhedrovirus Mutant. J.

Submicrosc. Cytol. Pathol. 31(4), 1999
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SUMMARY

An AgNPV mutant (vVApAg) induces premature cell death in UFL-AG-286 cells, permissive
to AgNPV, and replicates normally in another cell line, BTI-Tn-5B1-4 (Tn-5B). Light and
electron microscopy studies were carried out to describe, comparatively, the infection
process and apoptosis induction by vApAg in UFL-AG-286 and Tn-5B celis and by the
virus vP35del, derived from AcNPV, in UFL-AG-286 cells. We have shown that UFL-AG-
286 cells die by apoptosis when infected with vApAg and vP35del, presenting
endomembranes dilation, surface blebbing and apoptotic bodies formation, however, only
vP35del was able to induce chromatin condensation. In spite of the massive apoptosis
induced by vApAg in UFL-AG-286 cells, this virus achieved some viral progeny production
because, in this case, apoptosis is delayed. For UFL-AG-286 cells infected with vP35del it
does not happen because apoptosis is faster. This fact gives rise to many ultrastructural
differences in the way that apoptosis is carried out in these two systems, including the
differences related to chromatin condensation. We also showed that vApAg completes a
normal cycle of infection in Tn-5B cells, without apoptosis. The morphological observations
were confirmed by the occurrence of DNA fragmentation into oligonucleossomal fragments
for UFL-AG-286 cells infected with vP35del, early on infection and with vApAg, late on
infection. These results suggests that the mutation in vApAg occurred in a way that blocking
of apoptosis could be achieved early on infection, which does not happen in the case of
vP35del, where the antiapoptotic gene p335 has a deletion that completely prevents P33
protein activity, which was demonstrated to be essential for blocking of apoptosis and virus

survival in UFL-AG-286 cells.
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INTRODUCTION

Programmed cell death (PCD) is a self-destruction phenomenon; directed by genetic
pathways 1n response to a wide range of stimuli that occurs in multicellular as well as in
unicellular organisms (for review, see Ameisen, 1998). In animals this process is very
important for a perfect morphogenesis, homeostasis of cell number, defense against
pathogens and other more specific events like immune response (for review, see Wyllie,
1997).

The term "apoptosis” (Kerr ef al, 1972) originally refers to the typical morphological
changes of the cells associated to PCD, best characterized in mammals cells, that are:
chromatin margination and condensation, cytoplasm condensation, cell shrinkage, surface
blebbing, nuclear disassembly and cell fragmentation into apoptotic bodies. This
phenomenon can be associated with DNA cleavage in high molecular weight and (in most,
but not all apoptotic cells) oligonucleossomal fragments (Oberhammer ef al., 1993).

Virus (and specifically, baculovirus) studies in the last years have provided important clues
to the understanding of some aspects of the apoptotic pathways because of the close
association and coevolution of host cell apoptotic strategies to block virus spread and viral
strategies to prevent apoptosis or to achieve progeny production in an apoptotic cell (for
review, see Teodoro and Branton, 1997),

Pioneering studtes of IPLB-SF-21 cells (cell line derived from the lepdopteran Spodoptera
Sfrugiperda) (Vaughn ef al., 1977) infected with the mutant "Annihilator" (vAcAnh), derived
from Aufographa californica nucleopolyhedrovirus (AcNPV), provided the first formal

demonstration of apoptosis in invertebrates (Clem ez al., 1991).



In contrast to a few number of structural studies about apoptosis in insect cells induced by
baculoviruses or other stimuli (Palli ef al., 1996a; 1996b), several molecular studies have
being carried out in this decade reporting the discovery of baculovirus antiapoptotic genes,
its cellular homologues and mechanisms of action in diverse organisms (for review, see
Clem, 1997), contributing to the understanding of apoptotic pathways and regulatory
mechanisms conservation among different groups of organisms.

Anticarsia gemmatalis nucleopolyhedrovirus (AgNPV) has been used in a large scale as a
biological control agent of the soybean pest A. gemmatalis for over 20 years (Moscardi,
1998). In despite of this, very little is known about its molecular biology (Johnson and
Maruniak, 1989), host-pathogen interactions (Pombo ef al., 1998) and specificity (Castro ef
al., 1997, Grasela and Mclntosh, 1998).

During the construction and isolation of an AgNPV recombinant virus (Ribeiro, personal
communication), we obtained a mutant (vApAg) that induces premature cell death in a cell
line derived from 4. gemmaialis {(UFL-AG-286) (Sieburth and Maruniak, 1988a),
permissive to AgNPV, and replicates normally in another cell line derived from
Trichoplusia ni (BT1-Tn-5B1-4) (Tn-5B) (Granados et al., 1994).

To better understand and characterize morphological events related to baculovirus
infection/apoptosis occurrence in insect cells, we have used light and electron microscopy to
study three systems: UFL-AG-286 and Tn-5B cells infected by vApAg and UFL-AG-286
cells infected by another mutant, vP35del (Clem ez al, 1994). This virus, which is derived
from AcNPV, has a deletion in the antiapoptotic gene p35 (similarly to the mutant vAcAnh)
and lost the ability to block apoptosis in some cell lines, consisting in an interesting model

for comparison.
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MATERIALS AND METHODS
Cells and viruses

UFL-AG-286 and Tn-5B cells were maintained in TC-100 medium (GIBCO-BRL Life
Technologies, Grand Island, N.Y.) supplemented with 10% fetal bovine serum at 27°C.
AgNPV isolate 2D (Maruniak, 1989) was propagated in UFL-AG-286 cells, vApAg was
propagated in Tn-5B cells and the recombinant AcCNPV lacking p35, vP35del, was obtained
from Dr. Lois Miller (University of Georgia) and propagated in TN-368 cells (Hink, 1970)
maintained in TNM-FH medium (GIBCO-BRL Life Technologies, Grand Island, N.Y.)
supplemented with 10% fetal bovine serum at 27°C. The moculums were tittered by the

TCIDso method, following the protocol described by O'Reilly er al. (1992).

Light Microscopy

UFL-AG-286 and Tn-5B cells (1x10°) were seeded into 60mm culture plates and infected
with vApAg (M.O.L of 10). UFL-AG-286 cells were also infected with vP35del in the same
way as described. The cells were then incubated for 1h at room temperature and the virus
inoculum was replaced with fresh medium (zero time post-infection). The plates were then
observed and photographed after various times post-infection (p.i.} in an inverted

microscope Zeiss (Axiovert 100).



Transmission Electron Microscopy

UFL-AG-286 and Tn-5B cells were infected as described above and after 12, 24, 36 and 48
hours (for UFL-AG-286 and Tn-5B cells infected with vApAg) or 9, 11, 13 and 16 hours
(for UFL-AG-286 cells infected with vP35del) these cells were washed in PBS pH 6.4,
ressuspended and fixed in 2% glutaraldehyde, 2% paraformaldehyde buffered in 0.1M
sodium cacodylate buffer pH 6.4 with 5% sucrose and submitted to a centrifugation at 750g
for 5 min. Tﬁe pellet was washed in the same buffer and postfixed in 1% osmium tetroxide,
0.8% potassium ferricyanide, SmM CaCl, in 0.1M sodium cacodylate buffer pH 6.4. Then,
the cells were contrasted in bloc with 0.5% uranil acetate, dehydrated through an ascending
acetone series and embedded in Spurr resin. The ultrathin sections were contrasted with
uranil acetate and lead citrate and observed in a transmission electron microscope Jeol 100C

or Zeiss Omega 912.

Scanning Flectron Microscopy

The insect cells were infected as described above and at different times post-infection (12,
24 and 48 h for UFL-AG-286 and Tn-5B cells infected with vApAg or 9, 11 and 16 h for
UFL~AG-286 cells infected with vP35del) were washed and ressuspended in 0.1M sodium
cacodilate buffer pH 6.4 with 5% sucrose, attached to poly-L-lysine-coated glass coverslips
and immersed in fixative (2% glutaraldehyde, 2% paraformaldehyde buffered in 0.1M
sodium cacodylate pH 6.4, 5% sucrose) for 30 min, at room temperature. Primary fixation
was followed by rinsing in the same buffer and post-fixation for 30 min in 1% osmium

tetroxide. Then, the cells were dehydrated through an ascending acetone series, critical-
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point-dried in CO,, coated with gold in a sputter coater and observed in a scanning electron

microscope JEOL JSM 840 at an accelerating voltage of 10.0 kV.
DNA extraction and Agarose Gel Llectrophoresis

UFL-AG-286 cells (0.5x10%) were seeded into 35mm plates and infected with vApAg,
vP35del and AgNPV (M.O1 of 10). Tn-5B cells (0.5x10°%) were infected with vApAg in the
same way. After 12, 24, 36, 48, 60 and 72 h p.i. the cells were submitted to DNA extraction
following the protocol described by Aljanabi & Martinez (1997). In brief, cells were
centrifuged at 1300g for 10 min, the pellet ressuspended in 400l of salt lysis buffer (0.4M
NaCl, 10mM Tns - HCl pH 8.0, 2mM EDTA pH 8.0) and 1mg/ml proteinase K, 2% SDS
and incubated at 50°C for 1 h. Then, 400ul of 6M NaCl was added, the tubes were vortexed
gently and centrifuged at 16.000g for 20 min to separate precipitated proteins. To the
supernatant it was added equal volume of isopropanol, the tubes were maintained at -20°C
for 1h, and centrifuged at 16.000g for 20 min to precipitate DNA. The pellet was washed
with 70% ethanol, air dried and ressuspended in 50ul T.E. (10mM Tris - HCI, 1mM EDTA
pH 8.0). Ribonuclease A was added in a final concentration of 40ug/ml. DNA concentration
was estimated by electrophoresis in 0.8% agarose gel with A phage DNA of known
concentration (GIBCO-BRL). Approximately 1 ug of each sample was loaded on a 2%

agarose gel, run at 40V and visualized by staining with ethidium bromide.

R A R i
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RESULTS

Light Microscopy

Direct observations on the inverted microscope were done to follow the infection progress
and cell death in insect cells. In UFL-AG-286 cells infected with vApAg or vP35del viruses
it was observed the occurrence of blebbing at the cells surface which is characteristic of cell
fragmentation in apoptosis. In these two systems the number of biebbing or fragmented cells
increased along the time, culminating with the fragmentation of the majority of the cells into
apoptotic bodies. This process happened faster for vP35del than vApAg and because of the
significant difference in the rate of cell death for the system UFL-AG-286/vP35del, we have
made morphological analysis of this system using differentiated periods of time post-
infection (p.1.).

UFL-AG-286 cells, which are fusiform in general (Fig. 1A), became round in shape by 9 h
p-i. with vP35del. At this time p.i. some cells were presenting surface blebbing (Fig. 1C). At
16 h p.i., almost all of the cells were fragmented or with surface blebbing (Fig. 1D). UFL-
AG-286 cells infected with vApAg became round in shape around 12 h p.i. (Fig. 1E), started
to present some surface blebbing between 12 and 24 h p.i. (data no shown) and a generalized
death by 48 h p.i., with some occlusion bodies being visualized into cell nuclei or apoptotic
bodies at this time p.1. (Fig 1F).

Tn-5B cells, which present a softer fusiform aspect in comparison to UFL-AG-286 cells (Fig
1B), became round in shape around 12 h p.i. with vApAg (Fig. 1G) and culminated with the
evident formation of occlusion bodies inside the nucleus of the majority of the cells by 48 h

p.. (Fig. 1H), which represents a complete viral infection cycle.
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Electron Microscopy

Observations on the transmission electron microscope showed ultrastructural details of the
changes induced by the viruses in the insect cells culture and allowed the characterization of
the infection process in the three systems. As complementary data, the scanning electron
microscopy allowed visualizing the cell surface changes induced by the viral infections.

UFL-AG-286 mock-infected cells are generally rich in surface projections (Figs. 2A and
5A), however, at 12 h p.i. with vApAg, these cells presented its projections reduced in
number and size presenting a round and smooth surface aspect (Figs. 2B and 5C). The
nucleus became hypertrophied, acquiring more regular limits, and the heterochromatin
portions appeared localized at the nucleus periphery (Fig. 2B). At 24 h p.i. it became evident
the viral assembly in a mature virogenic stroma at the center of the nucleus, the envelopment
of viral particles in a peripheral region of this, the ring zone (Fig. 2C), and the budding of
nucleocapsides in vesicles derived from the nuclear envelope through the cytoplasm (Fig.
2D). At this time begun the appearance of fibrillar aggregates, probably derived from the
protein P10, that were more common in the cytoplasm but that also occurred in the nucleus
(Fig. 2D). At 36 h p.i. it was possible to see polyhedrin accumulation and the formation of
some occlusion bodies inside the nucleus (Fig. 2E). The endomembranes became dilated,
conferring a vacuolated aspect to the cytoplasm, and the fibrillar agregates became larger
(Fig. 2E). It was also possible to note surface blebbing, with the first detachment of
peripheral portions of the cytoplasm (Fig. 2E). At 48 h p.i the majority of the cells
presented extensive blebbing (Figs. 2F and 5D) or were completely broken into apoptotic
bodies which could include or not nuclear portions (usually having occlusion bodies) (Fig.

2G). The fibrillar aggregates became fused and larger, occupying a great volume of the cell,
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segregating organelles or fragmenting the nucleus (Fig. 2F). Generally after the detachment
of cytoplasmic portions, the intact nucleus or large fragments of this break into smaller
bodies. It was not detected chromatin condensation in any time during the course of the
experiment and the heterochromatin patches detected in mock and initial-infected cells
became scarce along the infection.

In the case of UFL-AG-286 cells infected with vP35del, we detected some similarities and
significant differences related to cellular changes induced by the viral infection in
comparison to the system previously described. In despite of some reduction in the surface
cell projections and the change to a general round aspect early on infection (Figs. 3A and
SE), it was observed that the nucleus did not present significant change in shape, remaining
with irregular limits (Figs. 3A to 3C). The heterochromatin portions were also moved to the
nucleus periphery but presented a more compact aspect, with edges better defined,
suggesting some chromatin condensation associated to apoptosis (Figs. 3A to 3D). As the
system previously described, it was observed endomembrane dilation that appears around 11
h p.i. (Fig. 3B). The membranous network generated by endomembranes dilation appeared
to contribute for modeling and detachment of apoptotic bodies (Figs. 3B to 3D), some of
these confaining small nuclear pieces with condensed chromatin (Fig. 3D). Tt was not
observed any signs of viral particles assembling, occlusion bodies formation or fibrillar
aggregates accumulation as described for UFL-AG-286 cells infected with vApAg.

Tn-5B cells infected with vApAg developed a normal infection process, culminating with
the massive production of occlusion bodies in the majority of the cells at late times p.i.. Tn-
5B cells mock-infected presented some surface projections, not so long and numerous as in
UFL-AG-286 cells (Figs. 4A and 5B). At 12 h p.i. the surface projections are reduced in size

and number (Fig. 5G) and the nucleus became hypertrophied, presenting an immature
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virogenic stroma at its center (Fig. 4B). At 24 h p.i. the cells presented accumulation of
fibrillar aggregates in the cytoplasm, envelopment of nucleocapsides at the ring zone, that
presented discrete membrane vesicles, and budding of some of these nucleocapsides into
vesicles derived from the nuclear envelope through the cytoplasm (Fig. 4C). At 36 and 48 h
pi the cells presented a smooth surface (Fig. SH), nuclei containing large number of
occlusion bodies (Fig. 4D) and a ring zone rich in double-membrane vesicles, which
probably are involved in the envelopment of nucleocapsides. The fibrillar aggregates

became larger and best visualized in the nucleus and cytoplasm (Fig. 4D).

DNA fragmentation analysis

In control systems, which did not present apoptosis (UFL-AG-286/AgNPV and Tn-
5B/vApAg), there was no occurrence of DNA degradation at any time p.i. (Fig. 6 A and B).

For the system UFL-AG-286/vApAg, DNA-fragmented oligonucleossome ladders were
detected only at later times (after 36 h p.i) (Fig. 6C) but for UFL-AG-286/vP35del it started
from 12 h p.i. (Fig. 6D), confirming that the later system presents an earlier apoptosis and

suggesting a possible higher rate of DN A degradation when comparing with the first system.



DISCUSSION

This work describes, comparatively, the infection process and cell death induction by the
AgNPV mutant virus vApAg in UFL-AG-286 and Tn-5B cells and by the virus vP35del,
derived from AcNPYV, in UFL-AG-286 cells. We have shown that UFL-AG-286 cells die by
apoptosis when infected with vApAg and vP35del. We also showed that vApAg completes a
normal cycle of infection in Tn-5B cells, without the occurrence of apoptosis. In despite of
the massive apoptosis in UFL-AG-286 cells triggered by vApAg, this virus do replicate and
produce some progeny virus, which does not happen when the same cell line is infected by
the virus vP35del.

Baculoviruses have two kinds of known antiapoptotic genes that act at different phases of
the apoptotic pathway: p35 and iap. The p35 or homologous genes were described only in
baculoviruses (Clem ez al., 1991; Kamita er al, 1993; Du, 1999), while iap genes, first
described for Cydia pomonella granulosis virus (CpGV) (Crook ef al, 1993), has many
cellular homologues in mammals and insects (for review, see Clem, 1997).

In some insect cell lines, apoptosis induced by infection with p335 mutant viruses or non-
viral mechanisms can be prevented by the presence of the wild-type virus or a DNA
fragment containing p35 or igp genes (Clem et al., 1991; Crook et al., 1993; Kamita er al.,
1993; Birnbaum et al., 1994; Cartier ef al., 1994; Clem and Miller, 1994; Hershberger ef al.,
1994, Du ef al., 1999). In others cell lines, like TN-368, an ACNPV P35 mutant can replicate
and produce progeny normally, without the occurrence of apoptosis {(Clem et al., 1991,
Hershberger ez al., 1992). In other cases, despite presenting p33, the wild-type virus ACNPV
can not block apoptosis of specific cell lines (Chejanovsky and Gershburg, 1995; Palli ez al.,

1996a).
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So, the relationships and coevolution between the apoptotic pathways of different hosts and
the specific strategies used by diverse baculovirus to block apoptosis may have important
role in baculovirus host range determination (for review see Clem, 1997).

In our study, Tn-5B cells were shown to be resistant to apoptosis induction by vApAg,
developing a normal route of infection, as described for ACNPV in insect cell lines derived
from Spodoptera frugiperda and Trichoplusia ni (for review see Willians and Faulkner,
1997). Replication of vApAg in this cell line provided us with normal yields of budded virus
(Ribeiro, personal communication) which comes in agreement with observations of
resistance to apoptosis in other Trichoplusia ni cell line, TN-368 (Clem and Miller, 1993;
Prikhod ko and Miller, 1996, Clem, 1997) and the normal infectivity of AcNPV p33
mutants in 7. »i larvae in comparison to wild-type virus, which is much lower for §.
frugiperda larvae (Clem and Miller, 1993; Clem ef al., 1994).

The virus vP35del trigger apoptosis in UFL-AG-286 cells, with almost all the cells being
dead by 16 h post-infection (p.i.). Since the expression of baculovirus very late genes starts
by 18 h p.i. (for review, see Lu and Miller, 1997), we could not detect late events on
infection such as formation of occlusion bodies and accumulation of fibrilar aggregates. Its
possible that some production of budded virus occurs, as showed in SF-21 cells infected
with p35 mutants (Hershberger er al, 1992, Clem and Miller, 1993}, but, at the
ultrastructural level, any traces of virogenic stroma or nucleocapsids assembling were not
detected. So, as UFL-AG-286 is a permissive cell line to AcNPV (Sieburth and Maruniak,
1988b) these results can indicate that the p35 gene is essential for blocking of apoptosis and
completion of imfection by AcNPV in UFL-AG-286 cells.

The events observed in the system UFL-AG-286/vApAg led us to suppose that apoptosis, mn

this case, could have been partially blocked or delayed, in a way that some virus particles
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were able to complete the infection cycle before the commitment of vital cell functions,
presenting characteristic cytopathological changes related to baculovirus infection (for
review see Willians and Faulkner, 1997). It suggests that the putative mutation occurred in
vApAg should be related to a possible antiapoptotic gene (probably related to p35 or iap) or
genes encoding factors that regulates its expression. Blocking of apoptosis could be
achieved by the vApAg virus early on infection, probably by the expression of enough
active antiapoptotic protein. Late on infection, however, the expression of the antiapoptotic
protein could not be sufficient to counteract the apoptotic cell response and the cell dies after
some viral particle cycle completion. It’s known (Castro, personal communication) that the
tittle of budded virus achieved in this system is somewhat reduced, so there is some adverse
effect on viral progeny by the late apoptosis.

Chromatin condensation is a typical event in apoptosis, best described in vertebrates (Arends
and Wyllie, 1991). We observed some chromatin condensation for UFL-AG-286/vP35del,
which does not happen for UFL-AG-286/vApAg. This could be related to the viral
replication and assembling occurrence in the last system, which should, in some way,
prevent chromatin condensation. In spite of this, the results obtained by electrophoresis
showed that some DNA fragmentation occurs at late times p.i. (after 36 h p.i). For the UFL-
AG-286/vP35del system, as the apoptosis is faster, there is no impediment for chromatin
condensation and an earlier DNA degradation occurs .

The mode of cell fragmentation appears to be influenced by the fibrillar agregates in the
system UFL-AG-286/vApAg, as this structure occupy a great volume of the cells, surely
generating some mechanical stress in the cytoplasm and nucleus. There is some evidence for
a role of the P10 protein in cell lysis and spread of occlusion bodies late on infection, but its

role remains not well understood (Willians ez a/., 1989). Since this protein is not produced in
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the UFL-AG-286/vP35del system, the cell fragmentation should proceed in a different
manner, probably with a stronger influence of dilated endomembranes, consisting of points
for the detachment of cytoplasm parts.

Then, ultrastructural differences in the way that apoptosis is carried out for UFL-AG-
286/vApAg and UFL-AG-286/vP35del are closely related to the occurrence of a late
interrupted infection cycle in the first system (because apoptosis is delayed) and an early
interrupted infection in the later (because apoptosis is faster).

Ultrastructural data about apoptosis in insect cell lines are rare. Palli and co-workers (1996a)
described the ultrastructural changes in FPMI-CF-203 cells (cell line derived from
Choristoneura fumiferana ) (Sohi ef al, 1993) during apoptosis induced by AcNPV
infection. They showed that the death induced by AcNPV in FPMI-CF-203 cells presented
unusual characteristics for a classical apoptotic cell, being similar to necrosis. However, the
apoptosis induced in this same cell line by transcription and transiation inhibitors (Palli e?
al., 1996b) showed typical apoptotic events as chromatin condensation and cell
fragmentation into apoptotic bodies being, in a general aspect, very similar to the two
systems described in this work, with special focus in the particular occurrence of
endomembranes dilation.

In spite of morphological pioneering studies of Palli and co-workers (1996a; 1996b), this is
the first detailed description of ultrastructural changes in insect cells culture during the
course of apoptosis induced by two different mutant viruses, Now, very urging questions
about the specific mechanisms of this cellular changes, the putative mutation occurred in
vApAg and 1ts implications in the apoptotic pathways in cell lines and insects remains and

are subject of current and future studies.
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FIGURE 1la-k Inverted light microscopy micrographs of insect cell culture plates. (a) UFL-
AG-286 mock-infected cells. (b) Tn-5B muock-infected cells. (c-d) UFL-AG-286 cells
infected with vP35del, 9 and 16 h post-infection (p.i) respectively. (e-f) UFL-AG-286 cells
infected with vApAg, 12 and 48 h p-1. respectively. (g-h) Tn-5B cells infected with VvApAg,
12 and 48 h p.i respectively. Arrows: cells presenting surface blebbing. Arrowheads: cells

presenting occlusion bodies in their nuclei. Bars = 30um.
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FIGURE 2a-g Transmission electron micrographs of the system UFL-AG-286 cells/vApAg.
(@) Mock-infected cell. Arrows: surface projections, n: nucleus, which is rich in
heterochromatin patches (*). () Partial view of cytoplasm (c) and nucleus (n) of a cell 12 h
p.I. The nucleus appears hypertrophied and the heterochromatin patches (*) were moved to
the nuclear periphery. (¢) Cell nucleus (n) 24 h p.1., presenting a virogenic stroma (vs) and
the ring zone (rz). Arrows: viral assembling. Arrowheads: viral enveloping in membranous
vesicles. Inset: Detail from viral enveloping. (<) Viral budding (arrow) from the nucleus (n)
to cytoplasm (¢} and its transport in a vesicle derived from the nuclear envelope (arrowhead)
at 24 h p.i. fa: fibrilar agregate. (¢) Partial view of cytoplasm (c) and nucleus (n) 36 h p.i.
Occlusion bodies (*), viral enveloping (arrow) and a fibrilar aggregate (fa) can be seen into
the nucleus. The cytoplasm presents a membranous network of dilated endomembranes
(mn), fibrilar agregates (fa) and initial surface blebbing (arrowhead). Inset: Detail of initial
surface blebbing. () A cell 48 h p.i. presenting extensive blebbing (arrowheads),
membranéus network (arrows) and a fibrilar agregate (fa) in its center, between two nuclear
fragments (n) containing occlusion bodies (*). (&) General view of a cell disintegrated into
apoptotic bodies 48 h p.i. Arrow: nuclear fragment containing occlusion bodies (*). Bars =

tpm (a-c, ¢, inset e, /); 0.2 um (inset ¢); 0.5um (d); 3um (g).






FIGURE 3a-d Transmission electron micrographs of the system UFL-AG-286
ceils/vP335del. (a) After 9 h p.. the cell still presents some surface projections (arrows). n:
nucleus containing peripheral heterochromatin patches (*). () A cell 11 h p.i. presenting
farge vacuoles derived from dilated endomembranes (v) and a nucleus (n) rich in well-
defined heterochromatin patches (*). (¢) A cell after 13 h p.i. showing extensive surface
blebbing (arrows), and the nucleus (n) with peripheral heterochromatin patches (*). (d)
General view of a disintegrated cell at 16 h p.i. Apototic bodies (arrows) and membranous

network (*) can be seen. n: nuclear fragments into apoptotic bodies. Bars = 1um.
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FIGURE 4a-d Transmission electron micrographs of the system Tn-5B cells/vApAg. (@)
Mock-infected cells. Arrows: surface projections, n: nucleus, (*): heterochromatin. (&)
Nuclear view of a cell 12 h p.i. showing an imature virogenic stroma (vs) and peripheral
heterochromatin patches (*). (¢) Nucleus of a cell 24 h p.i. with virogenic stroma (vs)
presenting viral assembling (arrows) and a ring zone (rz) presenting discrete viral
enveloping (arrowheads). Inset: Detail of viral budding from the nucleus (n) to the citoplasm
(c) into a transport vesicle derived from the nuclear envelope (arrow). () General view of a
cell 36 h p.i. The nucleus presents virogenic stroma (vs), ring zone rich in membranous
vesicles (rz), fibrilar agregate (fa) and occlusion bodies (*). The cytoplasm is rich in fibrilar
agregates (fa). Inset: Detail from the occlusion of enveloped nucleocapsides in the ring zone.

Bars = lum; 0.3um (inset ¢); 0.5 um (inset d)
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FIGURE S5a-7 Scanning electron micrographs of insect cell cultures. (a) UFL-AG-286
mock-infected cell. (6) Tn-5B mock-infected cell. (¢c-d) UFL-AG-286 cells infected with
vApAg, 12 and 48 h p.1. respectively. {e-f) UFL-AG-286 cells infected with vP35del, 9 and
16 h p.i. respectively. (g-#) Tn-5B cells infected with vApAg, 12 and 48 h p.i. respectively.

Bars = .Tum.
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FIGURE 6a-d Insect cells DNA analysis by electrophoresis in 2% agarose gels. In each lane
was loaded approximately Iug of DNA extracted from mock or infected cells at a specific
time post-infection. (a) UFL-AG-286 cells infected with AgNPV. (b) Tn-5B cells infected
with vApAg. (c) UFL-AG-286 cells infected with vApAg. (d) UFL-AG-286 cells infected
with vP35del Arrows indicate oligonucleossomal fragments. M. mock-infected cells.

Numbers above lanes indicate h p.i.
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3. CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS

Uma contribuigdo deste trabalho para o campo de estudo da regulagdo da apoptose
por baculovirus foi ter mostrado detalhes ultraestruturais do comportamento de células de
inseto em cultura durante a apoptose induzida por baculovirus, uma vez que os dados
presentes na literatura mostram-se bastante escassos neste sentido. Esta caracterizagfo
revelou semelhangas gerais entre o conjunto fenotipico das células UFL-AG-286 em
apoptose induzida por vApAg e vP35del e a morfologia classica descrita para vertebrados
(Kerr et al., 1972), ocorrendo inclusive a fragmentagio oligonucleossomal do DNA. E
interessante salientar que as caracteristicas morfoldgicas utilizadas como diagnéstico devem
ser analisadas dentro do contexto da célula, podendo haver a auséncia de uma ou mais
caracteristicas ou caracteristicas diferentes. Isso tem sido mostrado para alguns tipos
celulares de insetos (Schwartz ef al., 1993; Dai & Gilbert, 1997; Martau & Romer, 1998),
havendo casos em que o emprego do termo apoptose torna-se discutivel.

O nosso modelo mostra que a compactagio da cromatina em células UFL-AG-286
em apoptose pode ser suprimida quando da ocorréncia de replicagdo viral e produgido de
virus ocluidos, fendmeno que causa grandes modificagdes na estrutura nuclear. Em outro
contexto, como na apoptose induzida pelo virus vP35del, onde o fendmeno ¢ mais rapido e
ocorre antes da replicagdo e produgdo de virus ocluidos, esta mesma linhagem celular
apresenta compactacdo cromatinica.

Outro fato interessante diz respeito a produgio de virus ocluidos durante a ocorréncia
de apoptose em células UFL-AG-286 induzida por vApAg. Estudos até entdo realizados
com o virus vAcAnh ou virus p35, derivados de Autographa californica

nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) em linhagens celulares de inseto mostravam ser a
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apoptose um fator totalmente limitante da produgio de virus ocluidos. Para os modelos
analisados em nosso estudo, mostramos que este fato decorre de caracteristicas intrinsecas
do virus vApAg, uma vez que células UFL-AG-286 infectadas com um mutante p35
derivado de Ac MNPV, que induz morte rapida, também nao produz virus ocluidos.

De acordo com nossas observagdes, podemos inferir que a natureza da mutacgdo
ocorrida em vApAg venha a ser diferente de vAcAnh. De alguma forma, vApAg tem a
capacidade de atrasar a morte de células UFL-AG-286 pela possivel produgio suficiente de
elementos bloqueadores da apoptose no inicio da infecgdo. Em fases finais estes elementos
ndo seriam suficientes ou deixariam de ser produzidos, levando a apoptose. A principio,
imaginamos que este fato nfo seria possivel se houvesse delegio em genes que codificam
mibidores da apoptose essenciais para o virus, como é o caso de vAcAnh. Por outro lado, no
caso de haver uma delecio em um gene antiapoptdtico essencial, da mesma forma que para
vAcAnh, a resposta apoptética tardia poderia ser explicada por uma possivel inducio
também tardia de apoptose pelo virus AgMNPV.

Outro detalhe merecedor de meng@o € o fato de ter sido mostrada a resisténcia de
células Tn-5B a indugdo de apoptose pelo virus vApAg, corroborando assim observacdes
anteriores de resisténcia a apoptose relativas a outra linhagem celular derivada de
Trichoplysia ni, TN-368 e de normal infectividade de baculovirus AcMNPV p335 neste
inseto.

Assim, a partir da caracterizagdo da citopatologia induzida pelo virus vApAg em
c¢lulas UFL-AG-286 e Tn-5B realizada neste trabalho, restam inumeras perguntas a serem
respondidas com relagdo ao comportamento e infectividade deste virus in vivo, a mutagdo

ocorrida e possivel fungio do gene mutado, dentre vérias outras, as quais podem trazer
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esclarecimentos importantes sobre a regulagio da apoptose pelo virus AgMNPV, sua relagio
coevolutiva com seus hospedeiros e relages filogenéticas com outros baculovirus.

Diante da variedade de estratégias apresentadas por diferentes virus animais que os
fazem capazes de interagir e interferir com a resposta apoptotica de suas células hospedeiras
para favorecer a multiplicagiio de sua progénie € possivel concluir que a apoptose é um
mecanismo de defesa celular importante e conservado que teve de ser superado para que a

evolugio dos virus fosse possivel.
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