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Resumo 

 
Baculovírus são vírus que infectam insetos e são amplamente utilizados como agentes de 

controle biológico de pragas agrícolas importantes, assim como ferramentas 

biotecnológicas. Dentro da família, o gênero Alphabaculovirus infecta lepidópteros e é 

subdividido em Grupo I e Grupo II. Cada grupo possuí uma proteína de superfície de 

envelope de fusão principal, GP64 e proteína F, respectivamente, essenciais para entrada 

em células e para eficiente brotamento de vírions. Interessantemente, GP64 compartilha 

semelhança estrutural e de sequência com a glicoproteína de envelope (GP) de vírus do 

gênero Thogotovirus, que infectam carrapatos e mosquitos e pertencente à distante família 

Orthomyxoviridae. Esta similaridade sugere fortemente que o gene gp64 de baculovírus 

foi adquirido por transferência horizontal de genes (HGT) de um ancestral 

orthomyxovírus. Para explorar esta conexão, neste trabalho, foi substituído o gene gp64 

do baculovírus Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) pela 

GP de dois orthomyxovírus: Apis thogotovirus 1, proveniente de abelhas sequenciado em 

nosso laboratório, e Melitaea didyma thogotovirus 1, um possível novo thogotovirus 

identificado neste trabalho em banco de dados de sequenciamento. Experimentos in vitro 

de passagem viral em série em cultura, titulação viral, western blot e qPCR, 

demonstraram que a GP de Apis thogotovirus 1 efetivamente resgatou a infectividade do 

AcMNPV em linhagens de células de lepidópteros. Esta proteína é capaz de induzir fusão 

de membranas, confirmado por ensaio de formação de sincícios sensível a pH. Análises 

ultraestruturais por criomicroscopia eletrônica indicam sua menor incorporação a 

envelopes virais. Além disso, ensaios de fluorimetria e citometria de fluxo revelaram que 

esta GP aumentou significativamente a entrada e a transdução de gênica de AcMNPV em 

linhagens de células de mosquito. A partir de análise no banco de dados Sequence Read 

Archive (SRA), caracterizamos o genoma e construímos a filogenia de um novo 

thogotovirus, do inseto lepidóptero Melitaea didyma, hospedeiro filogeneticamente mais 

próximo ao hospedeiro natural de baculovírus já identificado. Sua filogenia baseada em 

GP o agrupa com o gp64 do baculovírus, entretanto sua GP não foi capaz de restaurar a 

infectividade do AcMNPV na ausência de gp64. Sendo assim, este trabalho ajuda a 

elucidar a complexa história evolutiva da gp64 e aponta novas aplicações biotecnológicas 

para a utilização de GPs de thogotovirus. 

Palavras-chave: baculovírus, thogotovirus, transferência horizontal de genes, proteína 

de fusão de envelope, gp64 
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Abstract 

Baculoviruses are viruses that infect insects and are widely used as biological control 

agents for major agricultural pests, as well as biotechnological tools. Within this family, 

the Alphabaculovirus genus infects lepidopterans, and is subdivided into Group I and 

Group II. Each group has a main envelope fusion protein, GP64 and F protein, 

respectively, which are essential for cell entry and efficient virus budding. Interestingly, 

GP64 shares structural and sequence similarity with the envelope glycoprotein (GP) of 

viruses from the Thogotovirus genus, which infect ticks and mosquitoes and belong to the 

distant Orthomyxoviridae family. This similarity strongly suggests that the gp64 gene in 

baculoviruses was acquired through horizontal gene transfer (HGT) from an ancestral 

orthomyxovirus. To explore this connection, in this study, the gp64 gene of the 

baculovirus Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) was 

replaced with the GP from two orthomyxoviruses: Apis thogotovirus 1, a virus from bees 

sequenced in our laboratory, and Melitaea didyma thogotovirus 1, a potential new 

thogotovirus identified in this study through sequencing database analysis. In vitro 

experiments, including serial viral passage in culture, viral titration, western blot, and 

qPCR, demonstrated that the GP from Apis thogotovirus 1 effectively rescued AcMNPV 

infectivity in lepidopteran cell lines. This protein is capable of inducing membrane fusion, 

as confirmed by a pH-sensitive syncytium formation assay. Cryo-electron microscopy 

ultrastructural analyses indicated its lower incorporation into viral envelopes. 

Additionally, fluorimetry and flow cytometry assays revealed that this GP significantly 

enhanced AcMNPV entry and gene transduction in mosquito cell lines. From the analysis 

of the Sequence Read Archive (SRA) database, we characterized the genome and 

constructed the phylogeny of a new thogotovirus from the lepidopteran insect Melitaea 

didyma, a host phylogenetically closest to the natural baculovirus host identified so far. 

Its GP-based phylogeny clusters it with baculovirus gp64; however, its GP was unable to 

restore AcMNPV infectivity in the absence of gp64. This study contributes to elucidating 

the complex evolutionary history of gp64 and highlights new biotechnological 

applications for the use of thogotovirus GPs. 

Keywords: baculovirus, thogotovirus, horizontal gene transfer, envelope fusion protein, 

gp64 
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1. Introdução 

1.1  Baculovírus: biologia e ciclo replicativo   

Os baculovírus são vírus de insetos pertencentes à família Baculoviridae (VAN 

OERS et al., 2023). Estes vírus são amplamente utilizados como bioinseticidas para o 

controle de importantes pragas agrícolas de grande impacto econômico e se consolidaram 

como ferramentas importantes no controle integrado de pragas (BEAS-CATENA et al., 

2014). Seu uso reduz a dependência de pesticidas químicos, contribuindo para mitigação 

dos impactos ambientais associados aos defensivos agrícolas tradicionais, além de 

beneficiar a saúde dos trabalhadores rurais (BEAS-CATENA et al., 2014; SREE; 

VARMA, 2015). 

Os avanços em biologia molecular na segunda metade do século XX, aliado ao 

desenvolvimento de técnicas de cultivo celular, permitiram elucidar aspectos 

fundamentais da biologia dos baculovírus, incluindo seu ciclo replicativo e suas 

interações com seus hospedeiros em nível celular e sistêmico (ROHRMANN, 2019a). 

Esses estudos consolidaram o uso dos baculovírus como ferramentas biotecnológicas, 

viabilizando a geração de baculovírus recombinantes por meio da inserção de genes de 

interesse em seu genoma (SUMMERS, 2006). Esses vírus recombinantes são amplamente 

utilizados na expressão heteróloga de proteínas em células de inseto, na produção de 

vacinas, na entrega de genes (gene delivery), na transdução gênica em linhagens celulares 

de mamíferos e como vetores para terapia gênica (COX, 2012; FELBERBAUM, 2015; 

PIDRE et al., 2023). Ademais, sua capacidade de penetrar em células mosquito vem sendo 

explorada para aplicações em transdução gênica nesses organismos (NAIK et al., 2018). 

A família Baculoviridae consiste de vírus com grandes genomas de DNA fita 

dupla (dsDNA) circulares, superenovelados que variam de 80 a 180 mil pares de bases 

(kbp), e codificam de 80 a 200 genes em potencial (VAN OERS et al., 2023; VAN OERS; 

VLAK, 2007). A expressão desses genes é regulada temporalmente durante o seu 

complexo ciclo infeccioso, controlando a produção cronológica de dois fenótipos virais 
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distintos (porém genotipicamente idênticos): o vírus brotado (BV, do inglês budded virus) 

e o vírus derivado de oclusão (ODV, do inglês occlusion-derived virus) ( 

Figura 1). 

  

Figura 1. Representação esquemática de partículas virais de baculovírus 

(superior) e micrografias eletrônicas de transmissão de respectivos fenótipos virais 

(inferior). Micrografias de ODV e nucleocapsídeo (inferior à esquerda) do vírus 

Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) e BVs de Lymantria 

dispar multiple nucleopolyhedrovirus (inferior ao centro) e de Spodoptera exigua multiple 

nucleopolyhedrovirus (inferior à direita). Adaptado de: (HARRISON et al., 2018). 



21 

 

Os BVs são virions envelopados em formato de bastão, responsáveis pela infecção 

célula a célula dentro dos tecidos do hospedeiro infectado, além de mediarem a infecção 

in vitro. Já os ODVs, são produzidos nas fases tardias da infecção, e incorporados em 

matrizes proteicas cristalinas, denominadas corpos de oclusão (OBs, do inglês occlusion 

bodies), compostas principalmente da proteína viral poliedrina. Os OBs funcionam como 

estruturas de resistência, são ingeridos por insetos em estágio larval e dissolvidos no pH 

alcalino do intestino médio, liberando os ODVs, que iniciam a infecção nas células do 

epitélio intestinal (ROHRMANN, 2019b) (Figura 2).  

Figura 2. Esquema representando ciclo infeccioso de baculovirus. (A) os corpos de 

oclusão (OBs) contendendo os vírus derivados de oclusão (ODVs) são ingeridos por 

lagartas a partir material vegetal contaminado. (B) no intestino médio do animal, os OBs 

são dissolvidos em condições de pH alcalino e os ODVs são liberados. ODVs ultrapassam 

a membrana peritrófica, que reveste o lúmen intestinal, e iniciam a infecção primária de 

células epiteliais. O vírus inicia sua replicação nuclear e produz partículas no seu fenótipo 

de vírus brotado (BV). (C) BVs promovem a infecção secundária de células de diversos 

tecidos animais (e. g. células de gordura, musculares e hemócitos). Células infectadas 

produzem grandes quantidades de BVs que acarretam a infecção sistêmica do indivíduo. 

(D) são produzidos ODVs no núcleo de células infectadas, que por sua vez são inclusos 
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em matriz proteica formando OBs, posteriormente liberados. Figura criada com auxílio 

da ferramenta BioRender.com. 

1.2  Baculovírus: classificação 

A família Baculoviridae apresenta-se dividida em quatro gêneros: 

Alphabaculovirus e Betabaculovirus que possuem como hospedeiros insetos da ordem 

Lepidóptera (mariposas e borboletas), Deltabaculovirus que infectam insetos da ordem 

Díptera (e.g. mosquitos) e Gammabaculovirus, que infectam insetos da ordem 

Hymenoptera (e.g. vespas, abelhas e formigas) (HARRISON et al., 2018) (figura 3). O 

gênero Alphabaculovirus é o mais estudado dentro da família, com 65 espécies 

reconhecidas pelo Comitê Internacional para Taxonomia de Vírus (ICTV) 

(https://ictv.global/taxonomy, acessado em 25/08/2023). Dentre essas, a espécie mais 

amplamente estudada é Alphabaculovirus aucalifornicae, também conhecida como 

Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus - AcMNPV.  

O gênero Alphabaculovirus é subdividido em grupo I e grupo II, em grande parte 

em função de qual é sua principal proteína de fusão de envelope (EFP), encontrada no 

envelope viral no seu fenótipo BV (ROHRMANN, 2019a). Está proteína é essencial para 

infecção célula a célula, sendo responsável pelo eficiente brotamento de virions de células 

infectadas (OOMENS; BLISSARD, 1999), assim como por sua entrada e infecção de 

novas células (BLISSARD; THEILMANN, 2018). Membros do grupo I possuem como 

sua principal EFP a proteína GP64, enquanto no grupo II este papel é desempenhado pela 

glicoproteína denominada F (WANG et al., 2014) (Figura 3).  

Figura 3. Árvore filogenética indicando os gêneros da família Baculoviridae. Em 

destaque, a principal proteína de fusão de envelope (EFP) encontrada em cada clado, e a 

ordem de inseto na qual cada gênero é encontrado.  Adaptado de: (RIBEIRO et al., 2015). 
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 O ciclo de infecção celular por baculovírus, no fenótipo BV, inicia-se com o 

reconhecimento da EFP por receptores de membrana da célula hospedeira, podendo 

também envolver o auxílio de outras proteínas do envelope viral (WANG et al., 2010). 

Nos Alphabaculovirus do grupo I, a glicoproteína GP64 é essencial nesse processo. Após 

a ligação, o vírus é internalizado por endocitose mediada por clatrina e transportado 

através da via endosossomal (LONG et al., 2006). In vitro, esse processo ocorre tanto em 

linhagens celulares de lepidópteros, quanto em linhagens de mamíferos, onde também 

estão envolvidos outros mecanismos de internalização, como macropinocitose, com um 

papel relevante do colesterol neste processo(KATAOKA et al., 2012). Essa capacidade 

de entrada permite o uso de baculovírus como vetor de transdução gênica em células não 

permissivas à sua replicação, ampliando seu potencial para aplicações biotecnológicas 

(KOST; CONDREAY; JARVIS, 2005). 

 A acidificação do endossomo induz mudanças conformacionais na EFP, 

promovendo a fusão entre a membrana endodossomal e o envelope viral, ocasionando a 

liberação do nucleocapsídeo no citoplasma da célula hospedeira. Esse nucleocapsídeo é 

então transportado até o núcleo por meio de interações com a proteína actina e 

internalizado através do complexo de poro nuclear. Uma vez dentro do núcleo, ocorre a 

sua desencapsidação e a formação do estroma virogênico, uma estrutura especializada 

onde acontecem a replicação, transcrição, e montagem de novos nucleocapsídeos 

(MAREK et al., 2011)  

 Os nucleocapsídeos recém-formados são posteriormente transportados até a 

membrana plasmática, onde ocorre o brotamento viral e a aquisição do envelope, 

juntamente com a EFP. Nos Alphabaculovirus do grupo I, a eficiência desse processo 

dependente da proteína GP64, cuja ausência resulta na formação de poucas partículas 

virais, majoritariamente não infecciosas (OOMENS; BLISSARD, 1999). 

1.3  Thogotovirus 

Os vírus do gênero Thogotovirus pertencem à família Orthomyxoviridae, que 

inclui patógenos de grande relevância para a saúde humana e veterinária, com 

significativo impacto econômico e epidemiológico. Essa família é composta por 9 

gêneros, entre eles os vírus influenza, responsáveis por surtos sazonais de gripe e por 

pandêmicas que, ao longo da história, resultaram em milhões de mortes (HSIEH et al., 

2006). Vírus influenza também representam notada relevância veterinária, com esforços 
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internacionais contínuos de monitoramento e prevenção de eventos de introdução de 

linhagens animais em populações humanas (SAHA; DAVIS, 2022). Os thogotovirus, por 

sua vez, são encontrados em sua maioria em artrópodes, especialmente em diferentes 

espécies de carrapatos, e incluem membros consideradas como arbovírus emergentes, 

com potencial risco de transmissão para vertebrados. 

O primeiro thogotovirus descrito, atualmente denominado Thogotovirus 

thogotoense (THOV), assim como o vírus Thogotovirus dhoriense (DHOV), já foram 

associados a casos de doença febril aguda, encefalite e óbito em humanos (BUTENKO et 

al., 1987; HAIG; WOODALL; DANSKIN, 1965; MOORE et al., 1975). Mais 

recentemente, em 2015, Thogotovirus bourbonense (BOUV) foi identificado nos Estados 

Unidos a partir de um caso fatal de infecção humana (KOSOY et al., 2015). Outro vírus 

filogeneticamente próximo à BOUV, denominado Thogotovirus ozense (OZV), foi 

detectado em carrapatos da espécie Amblyomma testudinarium no Japão (EJIRI et al., 

2018), e anticorpos contra este vírus foram detectados em animais silvestres e humanos 

(TRAN et al., 2022). Em 2023, um óbito decorrente de infecção por OZV foi reportado 

no país (https://www.niid.go.jp/niid/en/2013-03-15-04-55-59/2629-disease-

based/a/ozv/cepr/12134-ozv-eng.html, acessado em: 31/10/23). Além das infecções 

humanas, thogotovirus também podem causar doenças em animais domésticos, como 

ovinos, bovinos e camelos, levando a casos de encefalite e abortos (MOORE et al., 1975). 

Esses casos reforçam a preocupação com possíveis surtos em humanos e seu impacto 

econômico. 

Thogotovirus possuem genomas segmentados, compostos por seis segmentos de 

RNA fita simples senso negativo (-ssRNA), sendo suas partículas virais envelopadas, 

com morfologia geralmente arredondada, mas podendo possuir forma filamentosa (Figura 

4). 
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Figura 4. Esquematização da morfologia da partícula viral de um thogotovirus assim 

como dos segmentos que compõe seu genoma e as proteínas que codificam. Adaptado de: 

https://viralzone.expasy.org/79, acesso em 28/01/23. 

Apesar de encontrados majoritariamente em carrapatos, uma espécie divergente 

dentro do gênero, denominada Thogotovirus sinuense (SINUV), foi descrita e isolada a 

partir de mosquitos, e apresenta a maior taxa de similaridade de aminoácidos (~46%) 

entre sua glicoproteína de envelope e a GP64 de baculovírus dentre todos os thogotovirus 

(CONTRERAS-GUTIÉRREZ et al., 2017). 

1.4  A proteína GP64 e proteínas de fusão de envelope 

O surgimento da proteína GP64, essencial para o brotamento eficiente de BVs e 

entrada em novas células, foi um evento relativamente recente na história evolutiva da 

família Baculoviridae, embora sua origem exata permaneça incerta. Diversas evidências 

sugerem que a GP64 se originou por meio de um evento de transferência horizontal de 

genes (HGT) (KADLEC et al., 2008; MORSE; MARRIOTT; NUTTALL, 1992; PENG 

et al., 2017). Entre os baculovírus, apenas os Alphabaculovirus do grupo I, com exceção 

de um betabaculovirus (ARDISSON-ARAÚJO et al., 2016), possuem essa proteína. 

Curiosamente, esses vírus também codificam uma proteína denominada “F-like”, que 

apresenta homologia com a proteína F encontrada nos outros gêneros de baculovírus 

(LUNG; CRUZ-ALVAREZ; BLISSARD, 2003; PEARSON; ROHRMANN, 2002). 

Embora a proteína F esteja presente no envelope de BVs de diversos Alphabaculovirus 

do grupo I, a sua deleção tem impacto mínimo, ou nenhum, na produção de virions ou na 

capacidade de entrada viral em células (LUNG; CRUZ-ALVAREZ; BLISSARD, 2003). 

Além disso, enquanto as proteínas F de diferentes baculovírus possuem alto grau de 

divergência entre si, a GP64 mantém uma maior grau de conservação na sequência de 
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aminoácidos (PEARSON; ROHRMANN, 2002). Estas observações indicam que, ao 

longo da evolução dos Alphabaculovirus, a glicoproteína GP64, adquirida por um 

ancestral dos membros do grupo I, substituiu a proteína F como a principal proteína de 

fusão de envelope. Esse evento provavelmente impulsionou a divergência evolutiva desse 

grupo dentro do gênero, contribuindo para sua irradiação evolutiva (JIANG et al., 2009; 

WANG et al., 2014).  

A proteína GP64 não apresenta homologia com outras proteínas de fusão 

conhecidas dentro da família Baculoviridae. Curiosamente, ela apresenta um alto grau de 

similaridade estrutural com a glicoproteína de envelope (GP) encontrada em vírus do 

gênero Thogotovirus, pertencente à família Orthomyxoviridae (PENG et al., 2017). Essa 

família inclui vírus com genoma de RNA fita simples de senso negativo (-ssRNA), e é 

evolutivamente muito distante da família Baculoviridae (dsDNA). Não obstante, as 

únicas proteínas homólogas com alto grau de identidade de aminoácidos em relação à 

GP64 dos Alphabaculovirus do grupo I são as GPs de envelope de thogotovirus 

(KADLEC et al., 2008). Análises filogenéticas e estruturais sugerem que essas proteínas 

provavelmente se originaram de um ancestral em comum (PENG et al., 2017), indicando  

que a proteína GP64 pode ter surgido por meio de um evento de HGT (PEARSON; 

ROHRMANN, 2002), ocorrido durante uma coinfecção entre um ancestral dos 

Alphabaculovirus do grupo I e um vírus ancestral relacionado ao gênero Thogotovirus. 

Outra hipótese para a origem dessa proteína é que ela foi adquirida por meio de um evento 

de recombinação com uma sequência homóloga codificada pelo hospedeiro, tendo sido 

incorporada de forma independente por ambas linhagens (PEARSON; ROHRMANN, 

2002). 

A glicoproteína GP64 e as GPs de thogotovirus são classificadas como proteínas 

de fusão de classe III, a classe mais recentemente descrita, que também inclui proteínas 

de fusão do vírus da estomatite vesicular (VSV) e do Herpes Simplex 1 (HSV-1) 

(BACKOVIC; JARDETZKY, 2009). Essas proteínas formam homotrímeros de estrutura 

alongada, e podem ser subdivididas em 5 domínios proteicos estruturalmente 

conservados. Apesar da relativa baixa identidade de aminoácidos entre GP64 de 

AcMNPV e as GPs de thogotovirus (Figura 5 B), suas estruturas tridimensionais são 

altamente semelhantes (PENG et al., 2017) (Figura 5 A). 
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Figura 5. A) Comparação entre as estruturas tridimensionais das glicoproteínas de fusão 

de envelope GP64 de AcMNPV (PDB: 3DUZ) e de Thogotovirus dhoriense (PDB: 

5XEB), ambas estruturas em conformação pós-fusão. Cadeias indivíduas que compõe os 

homotrímeros estão em diferentes cores. Gerado usando UCSF ChimeraX versão: 1.6.1. 

B) Grau de similaridade de aminoácidos entre glicoproteína GP64 de AcMNPV e 

representantes do gênero Thogotovirus. Destacado em negrito os dois vírus estudados 

neste trabalho. 

Duas regiões ricas em resíduos de aminoácidos básicos, denominadas alças de 

fusão ou fusion loops, estão localizadas na extremidade do domínio I, próximo à 

membrana viral, na conformação pós-fusão. Essas alças são preditas como regiões de 

interação direta com a membrana do hospedeiro e são essenciais para a atividade de fusão 

de membranas (DONG; BLISSARD, 2012; MONSMA; BLISSARD, 1995). Além disso, 

o domínio IV, localizado na porção distal da proteína em sua conformação pós-fusão, 

forma um bolsão hidrofóbico composto por resíduos de aminoácidos importantes para a 

incorporação da GP64 nas membranas e para a indução da fusão. Esse domínio também 

está envolvido na mudança conformacional da proteína que é mediada pelo pH (YU et 

al., 2020). 

A estrutura tridimensional da GP64 em sua conformação pós-fusão é conhecida 

desde 2008 (KADLEC et al., 2008). No entanto, essa proteína existe em um estado 

metaestável, o que historicamente dificultou sua purificação e análise estrutural na 

conformação pré-fusão. Assim, até recentemente, a estrutura da GP64 em sua 

conformação pré-fusão, e em estados intermediários durante a transição conformacional 
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induzida por pH permanecia desconhecida. Recentemente, Guo et al. (2024), foram 

capazes de isolar, purificar e estabilizar GP64 nativa a partir de envelopes virais de 

AcMNPV, utilizando uma estratégia baseada em nanodiscos lipídicos de Saposina A, o 

que permitiu sua análise em estado nativo por criomicroscopia eletrônica. Esse estudo 

determinou a estrutura da GP64 com resolução de 2,77 Å na conformação pré-fusão, e de 

2,97 Å em um estado intermediário inicial da transição conformacional. Os resultados 

revelaram rearranjos estruturais importantes e propuseram um modelo de transição 

estrutural para a fusão de membranas mediadas por proteínas de fusão de classe III (GUO 

et al., 2024). Além disso, o trabalho identificou três resíduos de histidina (H23, H245 e 

H304) sensíveis a mudança de pH, responsáveis por iniciar as etapas inicias de fusão de 

membrana. Esses achados podem ser aplicados ao estudo de proteínas de fusão de classe 

III presentes nos thogotovirus. 

Uma estratégia para investigar a relação evolutiva entre baculovírus e 

thogotovirus, assim como a hipótese de aquisição de GP64 por HGT, é a avaliar a 

capacidade de proteínas de fusão de envelope de thogotovirus de substituir a função da 

GP64 nativa de baculovírus (LUNG et al., 2002). Estes estudos são realizados por meio 

da construção de baculovírus recombinantes pseudotipados com EFPs de thogotovirus, 

nos quais o gene gp64 nativo foi deletado, permitindo a analise funcional dessas proteínas 

no contexto da infecção por baculovírus e sua proximidade evolutiva. Abordagem 

semelhantes já foram utilizadas para avaliar a homologia funcional de outras proteínas de 

fusão dentro da família Baculoviridae e de proteínas de fusão de classe III (ARDISSON-

ARAÚJO et al., 2016; LUNG et al., 2002). Lung et al. (2002) demonstraram que a EFP 

de THOV pode ser incorporada à partícula viral de baculovírus, porém essa proteína não 

foi capaz de recuperar a infectividade de AcMNP com o gene gp64 deletado. A EFP de 

THOV foi capaz de promover a fusão de membranas apenas em linhagens de células de 

mamíferos, mas não em células de inseto. Assim, ainda não estão completamente 

definidos os determinantes estruturais e os resíduos de aminoácidos essenciais para que 

EFPs sejam homólogas funcionais da GP64.  

Além disso, a incorporação de EFPs de thogotovírus no envelope viral tem sido 

explorada como uma estratégia para melhorar a transdução gênica em linhagens celulares 

de mamíferos por vetores de baculovírus, aumentando a eficiência de internalização 

desses vetores (HU et al., 2019). 
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2. Justificativa 

 Baculovírus são vírus de inseto amplamente estudados com relação à sua biologia 

básica e complexo ciclo replicativo. Ademais, são largamente utilizados como agentes 

biológicos no controle de pragas agrícolas de alto impacto econômico e explorados como 

ferramentas biotecnológicas versáteis para expressão de proteínas heterólogas e 

transdução gênica. O grupo mais estudado de baculovírus (Alphabaculovirus do Grupo I) 

possuí a glicoproteína GP64 como principal proteína de fusão de envelope, essencial para 

propagação do ciclo infeccioso. A possível relação evolutiva entre as glicoproteínas de 

baculovírus e thogotovirus ainda carece de maior elucidação por meio de estudos 

funcionais, filogenéticos e estruturais. O surgimento recente de GP64 entre os baculovírus 

e seu sucesso evolutivo, levando à sua fixação na população, tornam essa proteína de 

grande interesse para a compreensão da história evolutiva da família Baculoviridae. Além 

disso, investigar a origem do gene gp64 pode fornecer informações valiosas sobre a 

ocorrência de transferência horizontal de genes entre vírus distantes filogeneticamente. 

Esses processos evolutivos têm papel fundamental na diversificação e surgimento de 

novas linhagens virais, tendo implicações importantes na adaptação a novos hospedeiros 

e surgimento de novos patógenos. O estudo e a caracterização de genes de novos vírus 

também tem extrema importância no avanço do uso biotecnológico de agentes virais, 

fornecendo uma base genética para o desenvolvimento de vetores mais eficientes para 

expressão heteróloga de proteínas, transdução e edição genética. Nesse contexto, o 

presente estudo utiliza abordagens filogenéticas e funcionais para investigar a origem do 

gene gp64 em baculovírus e explorar o potencial de glicoproteínas de thogotovirus como 

estratégia para o melhoramento de baculovírus com aplicações biotecnológicas. 

 

3. Objetivos 

3.1  Objetivo Geral 

Auxiliar na elucidação do evento evolutivo de surgimento do gene gp64 de 

baculovírus, através da caracterização e análises filogenéticas, e de ensaios funcionais de 

glicoproteínas de thogotovirus, no contexto de infecção in vitro por baculovírus. 
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3.2  Objetivos específicos 

a) Construir baculovírus recombinantes carregando os genes de GPs dos 

thogotovirus Apis thogotovirus 1 (ATHOV-1) e Melitaea didyma 

thogotovirus 1 (MediTHOV-1); 

b) Avaliar a capacidade destas GPs de resgatarem a capacidade de infecção in 

vitro de baculovírus na ausência do gene essencial gp64; 

c) Analisar a capacidade de baculovírus carregando GPs de thogotovirus de 

transdução gênica em células de mosquito; 

d) Descrever e caracterizar o genoma e a filogenia de um putativo novo 

thogotovirus de lepidóptero, Melitaea didyma thogotovirus 1. 

 

4. Materiais e Métodos 

4.1  Linhagens celulares 

 Todas as linhagens celulares de insetos foram mantidas a 27 °C em meio de cultura 

TC-100 (Vitrocell Embriolife), suplementados com 10% soro fetal bovino (FBS) (Gibco). 

Células Sf21 derivadas de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) (VAUGHN 

et al., 1977) foram utilizadas para amplificação e estoques virais, ensaios de transfecção 

e cinética de infecção, enquanto células Tn5B derivadas de Trichoplusia ni (Lepidoptera: 

Noctuidae) (WICKHAM et al., 1992) foram utilizadas em ensaios de expressão de 

proteínas e imunodetecção. As titulações virais foram realizadas utilizados células Sf-9 

Easy Titer (Sf-9 ET) (HOPKINS; ESPOSITO, 2009). Ensaios de transdução foram 

realizados utilizando as linhagens de célula mosquito C6/36 (SINGH, 1967) e U4.4 

(CONDREAY; BROWN, 1986), derivadas de Aedes albopictus, e células Aag2 (LAN; 

FALLON, 1990) derivadas de Aedes aegypti.  

4.2  Análises bioinformáticas do thogotovirus de lepidoptera 

 A mineração de dados foi feita a partir do subconjunto de reads do banco de dados 

Sequence Read Archive (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra, SRA) disponível online no 

site Serratus (https://serratus.io/explorer, acessado em 14/12/2022) (EDGAR et al., 2022). 

No site, foram procurados conjuntos de reads os quais possuíssem pelo menos 45% de 

identidade com os três motivos catalíticos da RNA-polimerase dependente de RNA 

(RdRp) com as sequências correspondentes em Sinu Virus, cuja glicoproteína é mais 

similar com as de baculovirus do que de outros orthomyxovirus (PENG et al., 2017). 
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Após download do dataset encontrado de RNA-seq de indivíduos adultos da 

borboleta Melitaea didyma (número de acesso SRR1325001), (ROMIGUIER et al., 

2014), a qualidade das reads foi observada com o programa fastQC 

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). O relatório resultante do 

programa indicou que trimagens sucessivas das reads não eram necessárias. Assim, o 

conjunto de reads foi montado em contigs transcritos por meio do programa rnaSPAdes 

(BUSHMANOVA et al., 2019). Em seguida, foi feito BLASTx, com o programa 

Diamond (BUCHFINK; REUTER; DROST, 2021), dos transcritos contra um banco de 

dados local contendo as sequências FASTA das proteínas de thogotovirus disponíveis no 

banco de dados Protein (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/) em 11/10/22. Os seis hits 

correspondentes aos seis segmentos do genoma de thogotovirus foram analisados em 

seguida. 

 Os segmentos virais foram anotados com ORFfinder 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/, acessado em 15/12/22). Para análises 

filogenéticas dos segmentos virais, cada sequência proteica codificada por segmento do 

vírus foi alinhada com correspondentes homólogos para a família Orthomyxoviridae com 

o programa MAFFT v7.489 (KATOH; ASIMENOS; TOH, 2009). Para a glicoproteína, 

foram adicionadas ainda sequências dos vírus AcMNPV e Alphabaculovirus bomori 

(BmNPV). Os alinhamentos proteicos resultantes foram trimados com o programa trimAI 

(CAPELLA-GUTIÉRREZ; SILLA-MARTÍNEZ; GABALDÓN, 2009), o modelo de 

substituição de aminoácidos foi escolhido com o programa ModelTest-NG (LG+I+G4 

para PB1, PB2 e GP; LG+G4 para PA, NP e ML) (DARRIBA et al., 2020). As árvores 

de máxima verossimilhança foram construídas com o programa RaxML-NG (DARRIBA 

et al., 2020) com 1000 bootstraps e estas foram visualizadas com o programa Figtree 

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/), onde foram enraizadas em ponto médio. 

 Os peptídeos sinal para AcMNPV, ATHOV-1 e MediTHOV-1 foram previstos 

utilizando o SignalP 6.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0) 

(TEUFEL et al., 2022). O alinhamento múltiplo de sequências entre as glicoproteínas de 

baculovírus e thogotovírus foi gerado com o MAFFT v7.489, e o alinhamento resultante 

foi destacado pela hidropatia usando o Texshade (BEITZ, 2000; KATOH; STANDLEY, 

2014). 
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4.3 Análise Filodinâmica 

Foi gerada uma filogenia calibrada no tempo para glicoproteínas de baculovírus e 

thogotovírus utilizando o BEAST v2.7.7 (BOUCKAERT et al., 2019). Usamos um 

modelo de especiação de Yule e um ponto de calibração normalmente distribuído na raiz 

da árvore, baseado na origem dos Holometabola descrita por Misof et al., 2014 (média de 

345 milhões de anos atrás, sigma de 35 Mya) (MISOF et al., 2014). 

Além disso, utilizamos o modelo de substituição LG, um relógio relaxado log-

normal e uma árvore inicial UPGMA, escolhida com o BEAUti v2.7.7 (DRUMMOND 

et al., 2012). O modelo resultante foi executado com uma Cadeia de Markov Monte Carlo 

(MCMC) de 10 milhões de estados. A conversão e o Tamanho Efetivo da Amostra (ESS), 

aceito como maior que 200 para os parâmetros, foram avaliados usando o Tracer v1.7.2 

(RAMBAUT et al., 2018). 

Uma árvore de Credibilidade Máxima de Clados (MCC) foi construída com o 

TreeAnnotator após um Burn-in de 10% (https://www.beast2.org/treeannotator/) e 

renderizada utilizando o Figtree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). 

 

4.4  Clonagem molecular e construção de baculovírus 

recombinantes 

 A sequência codificadora da glicoproteína de envelope do thogotovirus Apis 

thogotovirus 1 (GenBank: OP628251.1) (DA SILVA et al., 2023), e do novo putativo 

thogotovirus de lepidóptera (Melitaea didyma thogotovirus 1), foram quimicamente 

sintetizadas pela Integrated DNA Technologies (IDT) na forma de fragmentos gênicos 

(gBlocks). As sequências foram amplificadas por PCR utilizando pares de 

oligonucleotídeos (primers) específicos para cada gene (Band Purification Kit (Cytiva). 

Tabela 1), sendo adicionadas extensões contendo sítios de restrição para as enzimas ApaI 

e NotI, nas extremidades 5’ e 3’ respectivamente. Também foi adicionada sequência de 

cauda de hexa-histidina (His-tag) nos primers reversos para posterior imunodetecção das 

proteínas expressas. Foram realizadas reações de PCR para ambos os genes contendo: 25 

µl GoTaq Long PCR Master Mix (Promega); 1 µl primer forward (10 µM) 1 µl primer 

reverse (10 µM); 1 µM DNA molde gBlocks (10 ng/µl) e 22 µl de água MilliQ nuclease 
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free para um volume final de reação de 50 µl. Após otimização das condições da reação, 

o protocolo de PCR utilizado para amplificação da GP de Apis thogotovirus 1 foi: 95 °C 

por 2 min, 35 ciclos de 95 °C por 20 s (desnaturação), 55 °C  por 20 s (anelamento), 72 

°C por 1:45 min (extensão) seguido de uma etapa de extensão final a 72 °C por 4 min. 

Para amplificação da GP de Melitaea didyma thogotovirus 1 foi utilizado o mesmo 

protocolo alterando a temperatura de anelamento para 57  °C. Os produtos de PCR de 

tamanho esperado obtidos (Band Purification Kit (Cytiva). 

Tabela 1) foram purificados de gel de agarose 0,8% (p/v), após separação eletroforética, 

conforme descrito em (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989) utilizando o kit 

GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Cytiva). 

Tabela 1. Primers utilizados para amplificação de genes codificadores de glicoproteínas 

de envelope viral. Sequências de anelamento nas extremidades 5’ e 3’ da Open Reading 

Frame (ORF) dos genes das EFPs estão destacadas em negrito. 

 

Os produtos de PCR foram então sequencialmente digeridos utilizando as enzimas 

de restrição ApaI (Promega) e NotI (Invitrogen), de acordo com as especificações do 

fabricante, e purificados novamente conforme descrito acima. Os produtos digeridos 

foram ligados ao plasmídeo vetor pFB-Acgp64-pA-PG (ARDISSON-ARAÚJO et al., 

2016), digerido com as mesmas enzimas, clonando os genes sob o controle do promotor 

Primer Sequência Tamanho do 

produto 

ApisTHOV_GP_NEW

_ApaI FWD 

5’- 

TATGGGCCCAATGACCATTATGAGTCCCGAAG

C -3’ 

 

 

1596 pb 

ApisTHOV_GP_6xhis_

NotIREV 

5’- 

CTAGCGGCCGCAGCTTAATGGTGATGGTGATGG

TGGAAAATTCTACGGGA -3’ 

MdTHOV_ApaI FWD 5’- TATGGGCCCGATGGTTGATGAGCTCCATGA -

3’ 

 

 

1419 pb MdTHOV_GP_6xhis_

NotI REV 

5’- 

ATAGCGGCCGCTTAGTGATGGTGATGGTGATGA

CCATAATGGGGGGAGGATA -3’ 
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do gene gp64 de AcMNPV. Este plasmídeo também contém o gene que codifica a 

proteína poliedrina sob o controle de seu promotor nativo, que leva a formação de corpos 

de oclusão nucleares nas fases tardias de infecção (indicando a progressão do ciclo 

infeccioso), assim como o gene repórter eGFP sob o controle do promotor precoce ie1 

(Figura 6), capaz de promover expressão gênica em linhagens celulares de insetos de 

diferentes ordens (MASUMOTO et al., 2012).  

Figura 6. Representação esquemática do plasmídeo vetor contendo o gene codificante 

para glicoproteínas de fusão de envelope de thogotovirus, mostrando os genes da 

poliedrina (retângulo azul), glicoproteína de thogotovírus (retângulo em laranja) e 

proteína fluorescente verde (retângulo em verde) sob o comando de diferentes promotores 

(setas em cinza). SV40/pA = sinal de poliadenilação do vírus SV40; His Tag= sequência 

de 6 histidinas. Retângulo laranja indica sítio de clonagem dos genes de EFP de 

thogotovírus (ATHOV-1 e MediTHOV-1) e gp64 de AcMNPV para o vírus controle. 

Enzima de restrição utilizadas para clonagem estão indicadas.  

Os plasmídeos foram transformados pelo método de eletroporação, como descrito 

em (SAMBROOK; RUSSELL, 2001), em células E. coli DH10B eletrocompetentes, 

também preparadas de acordo com (SAMBROOK; RUSSELL, 2001). Colônias 

transformadas contendo os genes de resistência foram confirmadas para presença dos 

genes de interesse pelo método de PCR de colônias, utilizando os primers específicos 

para detecção dos genes das EFPs (utilizando as mesmas condições de reação para 

amplificação dos genes já descritas).  
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 Em seguida, colónias confirmadas por PCR foram crescidas em 10 mL de meio 

LB líquido sob agitação por 16 h (overnight) a 37 °C, e o DNA plasmidial purificado por 

mini preparação ou miniprep utilizando o kit de extração Wizard Plus SV Minipreps DNA 

Purification System (Promega). O plasmídeo purificado foi então digerido com as 

enzimas de restrição BamHI, BglII e HindIII para confirmação do padrão de restrição 

previsto, e submetidos a sequenciamento Sanger. Os plasmídeos gerados contendo os 

genes das GPs de Apis thogotovirus 1 e Melitaea didyma thogotovirus 1 foram nomeados 

pFB-ATHOVGP e pFB-MevidGP, respectivamente. Esses plasmídeos doadores foram 

utilizados para produção de baculovirus AcMNPV recombinantes, utilizando o sistema 

Bac-to-Bac™ Expression System (Invitrogen). Brevemente, o plasmídeo denominado 

doador é transformado na linhagem bacteriana DH10Bac, aonde ocorre a transposição 

sítio específica da sequência gênica de interesse para o genoma de AcMNPV 

estavelmente transformado (Bacmídeo), com um auxílio de um plasmídeo ajudante 

denominado helper, também presente na linhagem. Esse plasmídeo codifica a enzima 

transposase do sistema transposon Tn7, reconhecendo sequencias específicas no 

plasmídeo doador. A transposição ocorre internamente ao gene LacZ presente no 

bacmídeo, interrompendo a sua expressão e possibilitando seleção azul e branco 

(LUCKOW et al., 1993) (Figura 7). 

Figura 7. Esquema mostrando processo de produção de baculovírus recombinantes 

utilizando o sistema Bac-to-Bac™. Adaptado de User Guide Bac-to-Bac Baculovirus 

Expression System, disponível em: 
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http://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/bactobac_man.pdf. Acesso em: 27 jul. 

2023. 

Os plasmídeos doadores construídos foram utilizados para gerar baculovírus 

recombinantes carregando o gene da glicoproteína de Apis thogotovirus 1 e Melitaea 

didyma thogotovirus 1, porém sem o gene gp64 nativo, através da transposição para um 

bacmídeo gp64 deletado (gentilmente cedido pelo professor Gary W. Blissard da 

Universidade de Cornell, Estados Unidos). Baculovírus recombinantes possuindo tanto o 

gene para GP de thogotovirus e gp64 também foram construídos a partir de transposição 

para Bacmídeo possuindo gp64. Finalmente, um baculovírus recombinante com o gene 

gp64 selvagem de AcMNPV, também inserido sob o controle do promotor do gene gp64 

e transposto para um bacmídeo gp64 deletado (denominado Ac-REPgp64), foi utilizado 

para comparação nos ensaios (Figura 8 e Tabela 2). 

Figura 8. Esquematização do processo de construção dos baculovírus recombinantes 

gerados e utilizados no trabalho. Nomes dados aos vírus gerados se encontra abaixo da 

representação gráfica das partículas virais e sua composição de EFPs. 

Tabela 2. Lista de baculovírus recombinantes gerados e utilizados no trabalho, 

descriminado suas proteínas de fusão de envelope. 

Vírus Proteína de fusão de envelope 

Ac-ATHOVGPgp64- EFP de Apis thogotovirus 1  

Ac-ATHOVGPgp64+ EFP de Apis thogotovirus 1 e gp64 de 

AcMNPV 
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Ac-MevidGPgp64- EFP de Melitaea didyma thogotovirus 1 

Ac-MevidGPgp64+ EFP de Melitaea didyma thogotovirus 1 e 

gp64 de AcMNPV  

Ac-REPgp64 gp64 de AcMNPV 

 

Para confirmação da transposição sítio específica e construção dos bacmídeos 

recombinantes, foram realizadas PCRs de colônias brancas isoladas pelo método de 

esgotamento em placa de Petri, como no método descrito por (BERGKESSEL; 

GUTHRIE, 2013). Para isso, foi utilizado uma combinação de três oligonucleotídeos para 

amplificação eficiente, devido ao grande tamanho da região transposta. Os 

oligonucleotídeos utilizados foram: M13 Forward (5’- 

CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3’) e M13 Reverse (5’-

AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3’), com sítios de anelamento no gene LacZ, e o 

oligonucleotídeo forward específico do respectivo gene da EFP, permitindo a verificação 

da correta transposição.  

4.5  Ensaios de transfecção e infecção 

Para avaliação da produção de partículas virais, um total de 1,3 μg de DNA dos 

bacmídeos recombinantes: Ac-ATHOVGPgp64-, Ac-ATHOVGPgp64+, Ac-

MevidGPgp64-, Ac-MevidGPgp64+ foram transfectados em duplicatas em 8 x 105 

células Sf-21 em placas de 6 poços (Cellstar; Greiner Bio-One) usando o reagente de 

transfeção FuGENE® HD (Promega) de acordo com as especificações do fabricante. As 

células transfectadas foram monitoradas diariamente para a aparência de fluorescência do 

gene repórter de infecção precoce eGFP, bem como para a formação de poliedros como 

repórter para infecção em estágio tardio.  

O sobrenadante da cultura de células transfectadas (denominado P0) foi coletado 

7 dias pós transfeção (dpt) e clarificado por centrifugação a 5000 g por 6 minutos, e 200 

μl de inóculo (denominado P0) usados para infectar 8 x 105 células Sf-21 em placas de 6 

poços. Esta primeira passagem foi monitorada diariamente para o surgimento de efeitos 

citopáticos e formação de focos de infecção. O inoculo viral proveniente destas infecções 

(denominado P1) foi coletado e clarificado 7 dias pós infecção (dpi) para os vírus gp64 

deletados (Ac-ATHOVGPgp64- e Ac-MevidGPgp64-) e 72 horas pós infecção (hpi) para 

os vírus que possuíam gp64 (Ac-ATHOVGPgp64+ e Ac-MevidGPgp64+). Da mesma 
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maneira, 200 μl de inoculo P1 foi passado em células Sf-21 para observação da 

propagação da infecção e coleta de sobrenadante de cultura (P2) nos mesmos tempos pós 

infecção observados para primeira passagem. Todos os sobrenadantes das passagens 

foram titulados em triplicatas utilizando células Sf9 Easy Titer (ET) pelo método end-

point dilution para estabelecer a median tissue culture infectious dose (TCID50) (REED; 

MUENCH, 1938) e dados analisados utilizando o software GraphPad Prism 8.0.2. 

 

4.6  Análise de expressão de proteínas 

A expressão de EFPs de thogotovirus foi analisada por eletroforese em gel de 

poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) seguido de coloração com Azul 

de Coomassie, e por Western blotting (KURIEN; SCOFIELD, 2015). Extratos de células 

infectadas, bem como de partículas virais recombinantes concentradas do sobrenadante 

de cultura foram analisadas para presença de EFP de thogotovirus. Células Tn5B foram 

infectadas a uma multiplicidade de infecção (MOI) 10 em garrafas T75 e o sobrenadante 

de culturas coletados 10 dias pós-infecção (dpi) para Ac-ATHOVGPgp64- e 72 horas 

pós-infecção (hpi) para Ac-THOVGPgp64+ e Ac-REPgp64. O sobrenadante de cultura 

foi clarificado por centrifugação a 5.000 x g por 6 minutos, filtrado através de um filtro 

de seringa de 0,22 µm (Millipore), seguido de concentração de partículas virais por 

ultracentrifugação a 26.000 RPM por 1 hora e 20 minutos (rotor SW28, Beckman 

Coulter).  

Para Western blot, as amostras foram desnaturadas em tampão de carregamento 

contendo β-mercaptoetanol a 95 °C por 10 minutos, submetidas a SDS-PAGE utilizando 

o equipamento Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis Cell (Bio-Rad). Proteínas 

foram então transferidas para uma membrana de PVDF (Imobilon) utilizando o 

equipamento Power Blotter XL System (invitrogen) de acordo com as instruções do 

fabricante. A membrana foi bloqueada em 3% de albumina sérica bovina (BSA) em 

solução salina tamponada com fosfato (NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM, 

KH2PO4 1,8 mM, pH 7,4) (PBS) por 1 hora em temperatura ambiente, lavada uma vez 

por 5 minutos com PBS e, em seguida, incubada com anticorpo monoclonal de 

camundongo Anti-6X His tag (H8, Invitrogen) em uma diluição de 1:3000, ou com 

anticorpo monoclonal Anti gp64 (AcV5, Invitrogen) a 1:1000 em PBS overnight a 4 °C. 

A membrana foi então lavada 5 x 5 minutos com PBST (PBS contendo 0,05% de Tween 
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20) e incubada com anticorpo secundário de cabra anti-IgG de camundongo conjugado 

com fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich) em diluição de 1:10000 por 1 hora em 

temperatura ambiente. A membrana foi posteriormente lavada 5 x 5 minutos com PBST 

e as proteínas foram detectadas usando o substrato BCIP/ (Promega). 

4.7  Atividade fusogênica induzida por pH 

Células Sf21 semeadas em uma placa de 12 poços foram infectadas em triplicatas 

com baculovírus recombinantes em MOI 10. Após 8 dias de infecção com o vírus 

ATHOVGPgp64-, e 72 hpi com o vírus Ac-REPgp64 e para células não infectadas, o meio 

de cultura foi substituído por meio TC-100 acidificado (pH 4,5) não suplementado, e 

incubado por 10 minutos. Em seguida, células foram lavadas uma vez com meio TC-100 

não acidificado (pH 6,0), e, após 1 hora, a formação de sincícios foi observada por 

microscopia de campo claro e de fluorescência. Micrografias foram adquiridas utilizando 

câmera AxioCam MRc acopladas ao microscópio invertido Zeiss Axiovert 100, 

utilizando o software Zenn (versão 3.1, Zeiss). 

4.8  Análise de cinética de crescimento viral por qPCR 

 Células Sf-21 foram infectadas em MOI 1, MOI 10 e MOI 100 em duplicatas em 

placas de 96 poços com 50% de confluência. O sobrenadante de cultura foi coletado em 

5 tempos pós infecção: 1 hpi, 24 hpi, 96 hpi, 8 dpi e 12 dpi para o vírus Ac-ATHOVgp64- 

e 1 hpi, 24 hpi, 48 hpi, 72 hpi e 96 hpi, para os vírus Ac-ATHOVgp64+ e AcREPgp64. 

O volume total de sobrenadante de cada poço foi clarificado por centrifugação a 4000 x 

g por 6 minutos e o DNA total extraído utilizando o kit QIAmp Viral RNA Kit (Quiagen) 

seguindo as recomendações do fabricante. Todas amostras do mesmo tempo de coleta de 

infecções dos três vírus foram extraídas simultaneamente, e eluídas em volume final de 

60 μl de tampão AVE (H2O ultrapura RNase free, com 0,04% azida sódica). 

 Inicialmente foi estabelecida uma curva padrão para determinação de quantidade 

de número total de cópias de DNA. Para isso foi utilizado o plasmídeo pCR2.1-

TOPOAcIE1, que contém o gene ie1 de AcMNPV, utilizando os primers: AcIE1FWR 

(5'-CCATCGCCCAGTTCTGCTTA-3') e AcIEREV 

(5' CTGTTCAAGGGTTGCACAGC 3') produzindo um produto esperado de 198 pb. 

Após estabelecimento da curva padrão, foram feitas reações de qPCR em 

duplicatas experimentais para cada amostra, utilizando o reagente LightCycler 480 SYBR 
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Green I Master (Roche) com 1 μl de DNA eluído como molde. As reações foram 

realizadas no termociclador QuantStudio 5 (Thermo Fisher), sob o seguinte programa de 

ciclagem: Uma etapa de ativação da DNA polimerase a 95 °C por 5 minutos, seguido de 

40 ciclos de 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 10 segundos, 72 °C por 20 segundos, 

seguido por uma etapa de curva de desnaturação. A leitura foi feita no comprimento de 

onda de SYBR Green e os dados analisados usando o software QuantStudio Design & 

Analysis Software (versão 1.5.1; Thermo Fisher). 

4.9  Fluorimetria de transdução em células de mosquito 

 Células C6/36, U4.4, Aag2 e Sf21 foram transduzidas em triplicatas em placa de 

24 poços em MOI 5 com os vírus Ac-ATHOVgp64+ e Ac-REPgp64. Células foram 

acompanhadas para presença de fluorescência e, 48 hpi lavadas na placa uma vez com 

PBS, e em seguida ressuspendidas e lisadas em 150 μl de tampão RIPA modificado (Tris-

HCl 50 mM; NaCl 150 mM; EDTA 5 mM; Triton x-100 1%) sob agitação por 30 minutos 

a 4 °C. O lisado celular foi clarificado por centrifugação a 17,000 x g por 20 minutos a 4 

°C, o sobrenadante coletado, e 100 μl transferidos para uma placa de leitura preta. A 

fluorescência foi lida com filtro de excitação 475 nm (azul) e filtro de emissão 500-550 

nm no equipamento GloMax® Discover (Promega).  

4.10  Citometria de fluxo de transdução em células de mosquito 

Células C6/36 foram transduzidas com os vírus Ac-ATHOVgp64+ e Ac-REPgp64 

em MOI 10, por 48 horas.  Após este período as células foram lavadas uma vez com PBS, 

desaderidas e adquiridas por citometria de fluxo no canal SSC (granulosidade celular) 

FSC (tamanho celular) e o canal de fluorescência FL1 (530/30).  Os dados de citometria 

foram obtidos no FACSCalibur (BD Bioscience) e foram analisados com o software 

Flowjo (Tree Star Inc.). 

4.11 Análise ultraestrutural por Criomicroscopia eletrônica 

(Cryo-EM)  

Estoques virais de Ac-ATHOVgp64- (200 ml), Ac-ATHOVgp64+ (50 ml) e 

AcREPgp64 (50 ml) foram filtrados através de filtros de seringa de 0,22 µm (Millipore), 

em seguida concentrados por ultracentrifugação através de um colchão de sacarose a 25% 

diluída em PBS 1X, pH 7,4, a 100.000 x g por 1 h e 20 min. Os pellets virais foram 
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ressuspendidos em 100 μl de PBS e armazenados a 4 °C até o uso. Grades para 

criomicroscopia eletrônica foram preparadas por congelamento rápido em etano líquido 

utilizando o sistema Vitrobot II (Thermo Fisher Scientific), a 22 °C, com volume de 

amostra de 3 μl, utilizando grades de filme de carbono QUANTIFOIL® Holey Carbon 

Film R2/2 #200. As grades preparadas foram então analisadas no microscópio eletrônico 

de transmissão Titan Krios G3i (Thermo Fisher Scientific) no LNNano – Laboratório 

Nacional de Nanotecnologia (CNPEM/MCTI). 

 

5. Resultados e discussão 

5.1  Melitaea didyma thogotovirus 1 (MediTHOV-1), um possível 

novo thogothovírus de lepidóptera 

 A partir da mineração de dados, foi possível a identificação de um genoma 

completo e inédito com seis segmentos de um orthomyxovirus de lepidoptera 

evolutivamente próximo aos thogotovirus. Este vírus será chamado neste trabalho de 

Melitaea didyma thogotovirus 1 (MediTHOV-1). Todos os segmentos apresentaram 

cobertura média de leituras (reads) maior que 20. O genoma possui um total de 10634 

nucleotídeos, sendo que o menor segmento possui 810 nucleotídeos (segmento 6) e o 

maior possui 2310 nucleotídeos (Segmento 1) ( Tabela 3). Os segmentos apresentaram 

sequências terminais conservadas, as quais são 5’ AGTAGTAACAAGAGG/ATTA e 3’ 

AAAAAT/CCTCTTTGTTACTACTCCCG. 

 Tabela 3. Características gerais do genoma de Melitaea didyma thogotovirus 1 

(MediTHOV-1). Descrição dos segmentos genômicos, incluindo número de segmentos, 

comprimento de segmentos, comprimento de ORFs, comprimento de UTRs e relações de 

homologia com Thogotovirus thogotoense. 

Segmento genômico, 

profundidade de 

cobertura média  

Tamanho (nts) 

Comprimento 

extremidade 5’ 

UTR (nts) 

ORF (nts) ORF (AAs) 

Comprimento 

extremidade 

3’ UTR (nts) 

Proteína homóloga 

em thogotovirus 

S1, 22 x 2378 36 
2310 

(37-2346) 769 32 PB2 

S2, 46 x 2235 56 
2136 

(57-2192) 711 43 PB1 

S3, 59 x 1995 80 
1902 

(81-1982) 633 13 PA 
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Nas análises filogenéticas das proteínas codificadas pelos segmentos entre 

membros da família Orthomyxoviridae, todas as proteínas de MediTHOV-1 se agrupam 

com as proteínas de Sinu Vírus. Para a filogenia da proteína GP, foram incluídas as 

sequencias de AcMNPV e BmNPV. Nesta última filogenia, a proteína GP de 

MediTHOV-1 se agrupa com Sinu Virus, ainda que com valores baixos de bootstrap 

(Figura 9).  

S4, 55 x 1419 29 
1380 

(30-1409) 459 10 GP 

S5, 26 x 1556 50 
1416 

(51-1466) 471 90 NP 

S6, 53 x 1051 79 
810 

(80-889) 269 162 M-like 

A 
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Figura 9. Filogenias de máxima verossimilhança das proteínas de Melitaea didyma 

thogotovirus 1 e membros virais da família Orthomyxoviridae. (A) GP, (B) PB1, (C) PB2, 

(D) PA, (E) NP, (F) ML. 
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Já havia sido descrito um orthomyxovirus completo em lepidópteros, denominado 

Lepidopteran orthomyxo-related virus OKIAV178 (KÄFER et al., 2019). No entanto, 

análises filogenéticas das proteínas de seus segmentos mostram que esse vírus é 

relativamente distante evolutivamente aos thogotovirus. A família Orthomyxoviridae tem 

passado por recentes revisões filogenéticas, e o comitê internacional de Taxonomia de 

Virus ainda não apresenta critérios objetivos para a demarcação do gênero Thogotovirus 

(https://ictv.global/report_9th/RNAneg/Orthomyxoviridae). No presente trabalho, foi 

identificado o genoma de um orthomyxovirus de lepidoptera evolutivamente próximo dos 

thogotovirus, sendo este o primeiro vírus descrito para a borboleta M. didyma. Essa 

abordagem demonstra que a mineração de dados pode ser combinada com hipóteses sobre 

eventos de transferência horizontal de genes (HGT) não somente para a descoberta de 

novos vírus, mas também para inferir os contextos evolutivos e fisiológicos em que esses 

vírus desempenham papéis relevantes (GUPTA et al., 2024). 

A identificação desse vírus, cuja glicoproteína se agrupa com as proteínas GP64 de 

baculovírus e de Sinu vírus em análises filogenéticas, oferece maior suporte à hipótese de 

que a proteína GP64 dos baculovirus surgiu por meio de transferência horizontal de genes 

a partir de um orthomyxovirus ancestral. No entanto, enquanto alphabaculovirus infectam 

majoritariamente larvas de lepidópteros, MediTHOV-1 foi encontrado em indivíduos 

adultos. Ainda não está claro se esses vírus poderiam ter coinfectado o hospedeiro no 

mesmo estágio de desenvolvimento. 

Tea et al. (2021) descreveram o hábito de borboletas da subfamília Danainae de 

raspar e consumir, pela espirotromba, a hemolinfa de larvas de borboletas. Esse 

comportamento foi interpretado pelos autores como estratégia para ingestão de compostos 

tóxicos, especialmente alcaloides, que são utilizados como defesa química pelos 

indivíduos adultos e servem como precursores de feromônios. É plausível que esse tipo 

de comportamento também possa facilitar o contato entre borboletas adultas e baculovírus 

presentes em larvas infectadas. 

Apesar de infectar majoritariamente animais em estágio larval, também foi observada 

a presença de baculovírus em indivíduos adultos de forma oculta, caracterizada pela 

ausência de sinais visíveis de infeção (WILLIAMS et al., 2017). Esse tipo de infecção 

pode acontecer em decorrência de infecções subletais durante o seu desenvolvimento 

larval, possibilitando também a ocorrência de transmissão vertical (CABODEVILLA et 

al., 2011; ILYINYKH, 2019). Esta ocorrência poderia propiciar um evento de coinfecção 
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entre um ancestral baculovírus e thogotovírus em um mesmo indivíduo adulto. Ainda, 

também é possível que orthomyxovirus evolutivamente próximos a MediTHOV-1 e que 

infectam larvas existam.  

Além disso, ainda não está elucidado como borboletas adultas podem ter sido 

expostas a MediTHOV-1. Dado que thogotovirus dependem de carrapatos, ácaros e 

mosquitos como seus vetores (CONTRERAS-GUTIÉRREZ et al., 2017; LEVIN et al., 

2019; ROCHLIN; TOLEDO, 2020), que o Varroa orthomyxovirus 1 é transmitido a 

abelhas por meio do ácaro parasita Varroa destructor (LI et al., 2023) e que ácaros 

parasitas de lepidópteros já foram descritos (TREAT, 1975), é provável que um ácaro 

parasita de Lepidoptera seja vetor de MediTHOV-1, no entanto estudos de viromas nesses 

ácaros são necessários para validar essa hipótese. 

 

5.2  Análise Filodinâmica 

 
Para realizar a análise filodinâmica da história compartilhada das glicoproteínas de 

alphabaculovirus e thogotovirus, analisamos um conjunto de dados composto por 30 

glicoproteínas, sendo 27 de espécies de baculovírus e três das glicoproteínas de 

thogotovírus mais estreitamente relacionadas: Apis thogotovirus 1, Melitaea didyma 

thogotovirus-1 e Sinu virus (Tabela 4 Além disso, assumimos uma co-divergência com 

os hospedeiros ao longo do tempo geológico. Assim, utilizamos um único ponto de 

calibração, correspondente à época de origem do superordem Holometabola, cerca de 345 

milhões de anos atrás (MISOF et al., 2014).  

Tabela 4.  Lista de sequências utilizadas para análise filodinâmica. 

Vírus Abreviação Número de acesso 

Dione juno nucleopolyhedrovirus DJNPV YP_010799788.1 

Hyphantria cunea nucleopolyhedrovirus HCNPV UIX56302.1 

Bombyx mori nucleopolyhedrovirus BMNPV QRM12746.1 

Catopsilia pomona nucleopolyhedrovirus CPNPV YP_009255283.1 

Troides aeacus nucleopolyhedrovirus TANPV QCF61100.2 

Lonomia obliqua multiple nucleopolyhedrovirus LOMNPV YP_009666390.1 

Neophasia sp. alphabaculovirus NeNPV QBC76009.1 

Antheraea proylei nucleopolyhedrovirus APNPV AYW35375.1 

Choristoneura rosaceana nucleopolyhedrovirus CRNPV YP_008378382.1 

Maruca vitrata nucleopolyhedrovirus MVNPV YP_950827.1 

Epiphyas postvittana nucleopolyhedrovirus EPNPV NP_203281.1 

Choristoneura occidentalis alphabaculovirus CONPV GR56918.1 

Parapoynx stagnalis nucleopolyhedrovirus PSNPV UZE89697.1 
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Orgyia pseudotsugata multiple 

nucleopolyhedrovirus 

OPMNPV YP_046282.1 

Leucoma salicis nucleopolyhedrovirus LSNPV WZI19419.1 

Dasychira pudibunda nucleopolyhedrovirus DPNPV WHM28332.1 

Palpita vitrealis nucleopolyhedrovirus PVNPV USC25963.1 

Cyclophragma undans nucleopolyhedrovirus CUNPV YP_010086628.1 

Oxyplax ochracea nucleopolyhedrovirus OONPV YP_009666553.1 

Choristoneura murinana nucleopolyhedrovirus CMNPV YP_008992122.1 

Antheraea pernyi nucleopolyhedrovirus ApeNPV YP_611000.1 

Philosamia cynthia ricini nucleopolyhedrovirus 

virus 

PCNPV FY62837.1 

Anticarsia gemmatalis nucleopolyhedrovirus AGNPV AAM82816.1 

Choristoneura diversana nucleopolyhedrovirus CDNPV BU37509.1 

Thysanoplusia orichalcea nucleopolyhedrovirus TONPV YP_007250533.1 

Anagrapha falcifera MNPV AFNPV AAB53360.1 

Spilosoma obliqua nucleopolyhedrosis virus SONPV AUR45058.1 

Varroa orthomyxovirus-1 VOTHOV UDY81368.1 

Sinu virus SiTHOV APP91608.1 

Melitatea dydima orthomyxovirus 1 MDTHOV GenBank: BK068795-

BK068800 

 

Na árvore MCC resultante, as densidades posteriores mais altas de 95% (HPD) para 

a altura do nó que separa as glicoproteínas de alphabaculovirus e thogotovirus estão entre 

330-130 milhões de anos atrás (Fig. 10).  

Figura 10. Dinâmica temporal da evolução de glicoproteínas entre thogotovirus e 

alphabaculovirus. As barras nos nós representam o intervalo HPD de 95% para a idade, 

os rótulos dos nós indicam as probabilidades posteriores, e o eixo do tempo está em 
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milhões de anos atrás. Os rótulos dos ramos estão coloridos pelos valores medianos das 

taxas de substituição. 

Tézé et al. (2011) encontraram um intervalo HPD de 189-10 milhões de anos para a 

divergência entre alphabaculovirus e betabaculovirus. Assim, há uma sobreposição de 

HPDs para a origem de alphabaculovirus e a aquisição da gp64 de aproximadamente 60 

milhões de anos, abrangendo do final do período Jurássico ao início do Cretáceo. Isso 

indica uma aquisição relativamente precoce da glicoproteína pelos alphabaculovirus, que 

também ocorreu durante um período de radiação nos Holometabola, o qual, por sua vez, 

coincide com a diversificação das plantas com flores (MISOF et al., 2014; THÉZÉ et al., 

2011). 

Dadas as análises filodinâmicas, acreditamos que a aquisição do gene gp64 no início 

da evolução dos alphabaculovirus contribuiu para sua dispersão entre várias espécies de 

lepidópteros. Posteriormente, esses vírus coevoluíram com seus hospedeiros até os dias 

atuais, impondo pressões de seleção negativa sobre o gene gp64. De fato, os genomas de 

alphabaculovirus atuais possuem as menores taxas de substituição não-sinônimas para 

sinônima (Ka/Ks) em seus genes gp64 (JIANG et al., 2009). Isso explicaria por que esse 

grupo de vírus é o mais diverso dentro da família Baculoviridae, apesar de a maioria dos 

vírus do gênero serem específicos para seus hospedeiros. 

No entanto, não podemos excluir outras hipóteses para a maior diversidade observada 

de espécies de vírus em Alphabaculovirus em comparação com o restante da família. Em 

particular, alphabaculovirus e betabaculovirus têm sido usados no controle biológico de 

pragas agrícolas (ROHRMANN, 2019a), o que tem incentivado a descoberta de novos 

vírus para combater novas pragas. Além disso, é possível que os ancestrais do Apis 

orthomyxovirus-1 tenham se originado de ácaros e posteriormente se espalhado para as 

abelhas em tempos geológicos posteriores ao nosso ponto de calibração assumido. 

De modo geral, a primeira hipótese aparenta ser mais provável, pelo menos ao 

comparar a diversidade dos vírus G1-α e G2-α. Ardisson-Araújo et al. (2016) descrevem 

uma proteína homóloga à gp64 (disa118) codificada por um membro do gênero 

Betabaculovirus, denominado Diatraea saccharalis granulovirus (DisaGV). Esta proteína 

foi demonstrada como uma proteína de fusão funcional, substituindo parcialmente a 

capacidade de infecção de um AcMNPV deletado para gp64. Em analises filogenéticas 

disa118 agrupa mais proximamente com gp64 de alphabaculovirus do grupo I, indicando 

que provavelmente surgiu de um evento de HGT de um ancestral deste grupo. Apesar de 
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não ser conhecido sua atividade biológica para infecções naturais por DisaGV, este gene 

parece ter se fixado no genoma da espécie, e representa um exemplo de ocorrência de 

troca génica na família Baculoviridae que pode ter implicações evolutivas importantes. 

5.3  Clonagem molecular e construção de baculovírus recombinantes 

Os genes codificadores para EFP de Apis thogotovirus 1 (ATHOV-1) e Melitaea 

didyma thogotovirus 1 (MediTHOV-1) foram amplificados por PCR a partir dos gBlocks 

sintetizados. Foram obtidos fragmentos de tamanhos esperados de 1572 pb e 1404 pb, 

respetivamente, correspondentes aos genes contendo as extensões presentes nos 

oligonucleotídeos (Figura 11). Foram adicionados sítios de restrição para as enzimas ApaI 

e NotI além de cauda de histidina na extremidade 3’ de cada gene para imunodetecção.  

 

Figura 11. Amplificação dos genes das EFPs de thogotovirus. Produtos de PCR em gel 

de agarose 0,8%, indicando fragmentos obtidos de tamanhos esperados para GP de 

ATHOV-1 (1572 pb) e MediTHOV-1 (1404 pb) M: Marcador molecular ladder 1 kb 

(Ludwig).  

Os genes foram clonados no plasmídeo doador pFB-Acgp64-pA-PG, gerando o 

plasmídeo contendo o gene da EFP de ATHOV-1, denominado pFB-ATHOVGP (Figura 

12 A), e o plasmídeo contendo o gene da EFP de MediTHOV-1, denominado pFB-

MediTHOVGP (Figura 12 B). Ambos foram clonados sob o controle do promotor nativo 
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de gp64 de AcMNPV, de forma a recapitular os níveis e tempo de expressão da GP nativa 

do vírus.  

 

Figura 12. Mapa vetor dos plasmídeos vetores gerados. Em destaque as sequências das 

EFPs de ATHOV-1 (A) e MediTHOV-1 (B) (em laranja), sob o controle do promotor do 

gene gp64 de AcMNPV (em cinza). Gene poliedrina em azul sob o controle de seu 

promotor nativo, e gene repórter eGFP (em verde) sob controle do promotor ie1. Mapa 

gerado utilizado o software Geneious versão 11.1.5 (Biomatters). 

Colônias transformantes foram confirmadas por PCR de colônia utilizando os 

oligonucleotídeos específicos para cada gene. Um clone confirmado foi crescido em meio 

líquido, e os plasmídeos purificados foram confirmados por ensaio de restrição utilizando 

as enzimas BamHI, BglII e HindIII, sendo obtido o padrão de restrição previsto (Figura 

13 C e F). 
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Figura 13. Confirmação da clonagem por ensaio de digestão por enzimas de restrição. 

Mapa vertor dos plasmídeos pFB-ATHOVGP anotado para o sítio de restrição para 

BamHI (A) e plasmídeo pFB-MediTHOVGP (D) anotado para os sítios das enzimas BglII 

e HindIII. Simulações do perfil de restrição esperado para reações com as enzimas 

selecionadas (B e E). Imagens de gel de agarose 0,8% das digestões obtidas dos 

respectivos plasmídeos com as mesmas enzimas selecionadas (C e F), demonstrando 

obtenção dos perfis de digestão esperados. M: Marcador molecular ladder 1 kb (Ludwig) 

Mapas e simulações geradas utilizado o software Geneious versão 11.1.5 (Biomatters).  
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 A construção dos genomas recombinantes de AcMNPV (bacmídeos) por 

transposição sítio específica, contendo as EFPs de thogotovirus, foi confirmada através 

de PCR de colônias (Figura 14). A presença de fragmentos maiores corresponde à 

amplificação de produto do tamanho esperado oligonucleotídeos forward específico para 

a respectiva EFP e M13 Reverse, indicando a correta transposição dos genes de interesse 

para os bacmídeos.  

 

Figura 14. PCR de colônia de bacmídeos recombinantes contendo EFPs de thogotovirus. 

Resultado de eletroforese em géis de agarose 0,8% de reações utilizando DNA de colônias 

de bacmídeos com e sem gp64. A) O DNA de 5 colônias gp64+ e gp64-  contendo a EFP 

de ATHOV-1 foram amplificados por PCR utilizando os oligonucleotídeos M13 

Forward, M13 Reverse e ApisTHOV_GP_NEW_ApaI FWD. Fragmentos de ~4000 pb 

representam tamanho esperado para confirmação da transposição sítio específica, 

enquanto fragmento de amplificação de 300 pb em colônias 1, 3, 4 e 5 representa presença 

de bacmídeo não transposto. Colônia 2 foi selecionada para subsequente purificação. B) 

Eletroforese de reações de PCR de 5 colônias de gp64+ e gp64- contendo a EFP de 

MediTHOV utilizando os oligonucleotídeos M13 Forward, M13 Reverse e 

MediTHOV_ApaI FWD. Fragmentos de ~3800 pb esperados para amplificação entre 

primer específico do gene e M13 Reverse, indicando correta transposição. Foram 

observados pequenos fragmentos de amplificação inespecífica após duas séries de 

esgotamento de colônia em placa de Petri. 

5.4  A EFP de MediTHOV-1 não é capaz de recuperar infectividade 

de AcMNPV gp64 null 

A proteína de fusão de envelope (EFP) gp64 é essencial para o brotamento de 

partículas virais de alphabaculovírus do Grupo I em seu fenótipo vírus brotado (BV), 
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assim como para sua entrada em novas células. Sendo assim, sua ausência impede eventos 

de infeção célula a célula e a propagação da infecção (BLISSARD; THEILMANN, 2018). 

Assim, avaliamos a capacidade de genes codificadores de EFPs de thogotovírus em 

restaurar a infectividade do baculovírus AcMNPV, cujo gene gp64 nativo foi deletado. 

Foi observado que, apesar do maior grau de identidade entre a GP do vírus Melitaea 

didyma thogotovirus 1 e gp64, sua EFP não foi capaz de resgatar infectividade de 

AcMNPV deletado para o gene gp64 nativo. O DNA infeccioso dos baculovírus 

recombinantes Ac-MevidGPgp64+ e Ac-MevidGPgp64- foram transfectados em células 

Sf21, que foram observadas para expressão dos genes repórteres de infecção. Células 

transfectadas com ambos os vírus apresentaram sinal de eGFP, porém não foi possível 

recuperar partículas virais infecciosas provenientes do sobrenadante de cultura da 

transfecção do bacmídeo Ac-MevidGPgp64-, apenas no vírus Ac-MevidGPgp64+ 

contendo também gp64 (Figura 15). 

 

Figura 15. Proteína de fusão de envelope de MediTHOV-1 não é capaz de substituir gp64 

de AcMNPV. Microscopia de fluorescência de células Sf21 7 dias pós transfecção, e 72 

hpi da primeira passagem de infecção em série (P1) de Ac-MediTHOVGPgp64+, e 7 dpi 

do vírus Ac-MediTHOVGPgp64-. Barra de escala 250 μm. 

 De forma similar, Lung et al. (2002) reportaram que a EFP de Thogotovirus 

thogotoense não foi capaz de recuperar a infectividade de AcMNPV gp64 null, além de 

ser incapaz de induzir fusão de membranas em células de inseto quando expressa 

transientemente. Interessantemente, esta mesma EFP foi capaz de provocar fusão celular 
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quando expressa na linhagem celular de mamífero CHO, indicando uma maior adaptação 

a hospedeiros mamíferos. 

Esta observação ilustra como apesar de possuir relativa alta porcentagem de 46% de 

identidade de aminoácidos entre as GP de MediTHOV-1 e gp64 de AcMNPV (um 

indicativo importante de relação filogenética entre MediTHOV-1 e os alphabaculovírus), 

este não é o único determinante para a atividade de EFPs heterólogas durante a infecção 

por baculovírus pseudotipados. Estudos de mutação de resíduos de aminoácidos, em 

regiões determinadas como críticas para atividade de fusão de membrana e incorporação 

de GP64 ao envelope viral demonstram que tais mutações podem abolir completamente 

a infectividade de AcMNPV. Dong & Blissard (2012) realizaram a substituição dos 

aminoácidos presentes nos loops de fusão 1 (aminoácido Y75 a T86) e 2 (N149 a H156) 

por alanina, resultando em mutantes incapazes de mediar fusão de membrana por inibição 

na formação de hemifusão entre membranas, e por inibição da expansão de poro 

necessária para liberação do nucleocapsídeo no citoplasma. 

Ademais, a GP prevista codificada por esse vírus não possui um peptídeo sinal 

previsto evidente (Fig. 16).  
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Figura 16. Predição de peptídeos sinais utilizando SignalP para as glicoporteínas de 

envelope de (A) ACMNPV, (B) MediTHOV and (C) ATHOV-1 

 

Além disso, Yu e colegas (2020) demonstraram que o resíduo 388Y no domínio IV 

da GP64 é necessário para gerar títulos virais de AcMNPV na linhagem celular Sf9 (YU 

et al., 2020). Enquanto todas as sequências de baculovírus analisadas neste estudo 

apresentam este resíduo, alguns thogotovírus, incluindo o MediTHOV-1, possuem um 

resíduo 388F, enquanto o ATHOV-1 apresenta o resíduo 388Y (Fig. 17). 
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Figura 17. Alinhamento múltiplo de sequências de aminoácidos entre GP64 de 

Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV), Orgyia 

pseudotsugata multiple nucleopolyhedrovirus (OpMNPV), Thogotovirus thogotoense 

(THOV), Apis thogotovirus 1 (ATHOV-1) e Melitaea dydima thogotovirus 1 

(MediTHOV-1). Aminoácidos coloridos por hidropatia. Resíduo crítico identificado para 

fusão celular destacado com uma seta. 
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Sendo assim, as complexas relações filogenéticas entre lepidópteros, como 

Autographa californica na família Noctuidae e Melitaea didyma na família Nymphalidae, 

podem levar a caminhos evolutivos divergentes para os vírus que os infectam ao longo 

do tempo. 

  

5.5  A proteína de fusão de envelope de Apis thogotovirus 1 é capaz 

de resgatar a infectividade de AcMNPV gp64 null 

Entre as proteínas testadas, a glicoproteína de envelope do vírus Apis thogotovirus 1 foi 

capaz de resgatar a infectividade de AcMNPV gp64 null. O vírus Ac-ATHVOGPgp64-, 

pseudotipado com esta GP, produziu partículas virais infecciosas a partir da transfecção 

do seu genoma em cultura de células, e a infecção foi propagada em passagens 

consecutivas em células Sf21 (Figura 18). Isto foi observado pela expressão do gene 

repórter eGFP, sob o controle do promotor precoce ie1, assim como pela expressão da 

proteína muito tardia poliedrina (sob controle de seu promotor nativo) indicando que o 

ciclo de infecção se deu de forma completa (Figura 18 e Figura 19).  

Figura 18. Proteína de fusão de envelope de ATHOV-1 é capaz de substituir gp64 de 

AcMNPV. Microscopia de fluorescência de células Sf21 7 dias pós transfecção, e 72 hpi 
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de duas passagens de infecção em série (P1 e P2) de Ac-ATHOVGPgp64+, e 7 dpi do 

vírus Ac-ATHOVGPgp64-. Barra de escala: 125 μm. 

O vírus Ac-ATHVOGPgp64-apresentou uma cinética de replicação atrasada em 

relação a AcMNPV portando gp64, com espalhamento da infeção ocorrendo a partir de 

96 hpi, atingindo a totalidade de células infectadas apenas por volta 10 dpi, a depender da 

multiplicidade de infecção (Figura 19 A). Em infecções com Ac-ATHOVGPgp64- foi 

possível observar focos de infecção isolados em até 8 dpi (Figura 199 B), indicando a 

capacidade do gene de induzir o espalhamento da infecção célula a célula, porém em 

menor eficiência se comparado a vírus que possuem gp64. 

Figura 19. Cinética de infecção por Ac-ATHOVGPgp64-. (A) Microscopia de 

fluorescência e campo claro de células SF21 infectadas expressando o gene repórter eGFP 

e poliedrina (massas escuras intracelulares, setas azuis e ampliação) indicando progressão 

da infecção ao longo do tempo. (B) Células Sf21 8 dpi, círculos pontilhados demarcam 

regiões de focos de infecção isolados. Barra de escala: 250 μm. 
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Esta cinética estendida de progressão in vitro foi observada em todas as infecções 

realizadas no trabalho, com espalhamento máximo da infecção em cultura ocorrendo em 

média no período de 12 a 14 dpi. Comparativamente, infecções in vitro pelo vírus 

AcMNPV selvagem (e por recombinantes contendo o gene gp64) é possível observar 

100% das células infectadas em 24 hpi.  

Além deste padrão de cinética de crescimento, foram obtidos menores títulos 

virais de inóculos de Ac-ATHOVGPgp64- (média em torno de 1 x 106) se comparado aos 

vírus que possuem gp64, Ac-THOVGPgp64+ e o vírus Ac-REPgp64 (> 1 x 108) (Figura 

20 A). A quantidade de partículas virais infecciosas obtidas 7 dpt (P0) estava abaixo do 

limite de detecção (LD) da titulação pelo método de end-point dilution. Porém foi 

observado o espalhamento da infecção e a presença de focos delimitados células GFP 

positivas durante a transfecção. Desta forma, passagens subsequentes em células Sf21 

levaram a um aumento considerável do título viral em P1 e P2, entretanto, este se manteve 

significativamente menor do que títulos obtidos por AcMNPVs contendo gp64 (20 A e 

B).  

Figura 20. Titulação de baculovírus recombinantes pseudotipados. A) Título obtido a 

partir de transfecção (P0) 7 dpt, e de passagens em série (P1 e P2) em 72 hpi para 

AcATHOVgp64+ e 7 dpi para AcATHOVgp64-. LD: limite de detecção. (B) Títulos 

obtidos de infecção em Sf21 para inóculos de trabalho para AcATHOVgp64+ e 

AcREPgp64 72 hpi e AcATHOVgp64- 14 dpi. 
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 Para obtenção de maior título viral de AcATHOVgp64- (20 B) garrafas T25 com 

células Sf21 em 50% de confluência foram infectadas, após 7 dias desaderidas do fundo 

da placa e transferidas para garrafa T75, e coletadas mais 7 dias após a passagem, 

permitindo obtenção de título de 6,2 x 107 TCID50/ml. 

 Foi observado que consistentemente títulos maiores do vírus AcATHOVgp64+ 

em relação ao vírus AcREPgp64 foram obtidos, indicando a possibilidade de a adição da 

EFP de ATHOV-1 agir de forma complementar a GP64 nativa, aumentando a eficiência 

de produção de partículas de BV infecciosas in vitro.  

 

5.6  Ensaio de fusão mediado por pH 

 A liberação do nucleocapsídeo dos alphabaculovirus no citoplasma celular ocorre 

após endocitose mediada por receptor, e depende da atividade de indução de fusão de 

membranas da proteína GP64 (HEFFERON et al., 1999). Este evento acontece em 

decorrência de sua mudança conformacional dependente de pH e, durante a infecção, é 

ocasionado pela acidificação do endossomo contendo partícula viral após endocitose. 

Análises de indução de fusão mediada por GP64 indicam que exposição ao pH 5,5 ou 

menor por 5 minutos é suficiente para acarretar fusão de membranas (BLISSARD; 

WENZ, 1992), indicando que o processo provavelmente ocorre no endossomo tardio 

(BLISSARD; THEILMANN, 2018).  

Para avaliar se este mecanismo pode estar envolvido na atividade da GP de 

ATHOV-1 durante a entrada do vírus Ac-ATHOVgp64- em células de inseto, foi 

realizado ensaio de fusão de membranas mediado por pH. A acidificação do meio de 

cultura de células leva a ativação de GPs expostas na membrana plasmática de células 

infectadas, levando a formação de grandes células multinucleadas denominadas sincícios 

(LEIKINA; ONARAN; ZIMMERBERG, 1992). 

Células infectadas com Ac-ATHOVgp64- submetidas a meio de cultura 

acidificado tiveram a formação de grandes sincícios indicando mecanismo semelhante de 

funcionamento da GP de ATHOV-1 no contexto de infecção por baculovírus (Figura 21). 
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Figura 21. GP de ATHOV-1 é capaz de induzir fusão de membrana de células de 

lepidóptera. Células Sf21 infectadas com vírus controle Ac-REPgp64 e pelo vírus Ac-

ATHOVGPgp64- após exposição a baixo pH. Sincícios estão indicados por setas brancas. 

Sobreposição de fluorescência e campo claro demonstra sincícios compostos por células 

que expressam o gene repórter eGFP. Barra de escala: 125 μm. 

 A indução da formação de sincícios em células infectadas com Ac-

THOVGPgp64- só ocorreu após tempo suficiente para espalhamento da infecção (8 dpi), 

provavelmente devido a necessidade de contato físico próximo entre células infectadas 

expressando GP de envelope em quantidades suficientes para mediar a fusão entre células 

adjacentes. 

 

5.7  Análise da expressão de proteínas por Western blot 

 

Para o resgate da infectividade do AcMNPV gp64 null é esperado que a GP 

recombinante seja expressa por células infectadas, e incorporada ao envelope de virions 

em seu fenótipo vírus brotado (BV). Durante o ciclo de infecção de AcMNPV a proteína 

GP64 é adquirida pelo BV durante o processo brotamento da membrana plasmática, e 

também é determinante para eficiência deste processo (OOMENS; BLISSARD, 1999). 

Análises de Western blot utilizando anticorpo contra cauda de histidina fusionada 

a GP de ATHOV-1 detectou a presença de proteína com peso molecular próximo ao 

esperado no extrato células infectadas, assim como em partículas virais concentradas do 

sobrenadante de cultura, indicando sua correta expressão e incorporação ao BV (Figura 

22 B). Imunomarcação utilizando anticorpo contra a proteína GP64 confirmam sua 

ausência tanto no extrato de células infectadas com vírus Ac-ATHOVGPgp64-, quanto 
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no concentrado de sobrenadante de cultura (BV), enquanto a presença de GP64 foi 

confirmada nos vírus contendo o gene (Figura 22 A).  

Figura 22. Análise de expressão de proteínas por Western blot. Extrato de células Tn5B 

infectadas, e vírus brotados concentrados do sobrenadante de cultura (BV) marcados com 

anticorpos anti-GP64 (A) e anti-6xHisTag (B), indicando a expressão e incorporação de 

GP heteróloga ao BV. 

5.8  Cinética de replicação viral por qPCR  

Foi realizado ensaio de PCR quantitativa (qPCR) para análise da cinética de 

replicação viral e produção de partículas virais. A curva de crescimento foi avaliada 

durante um período de 96 h para o vírus Ac-ATHOVGPgp64+ (contendo ambos gp64 e 

EFP de ATHOV-1) e o vírus controle Ac-REPgp64 (contendo apenas gp64 nativa de 

AcMNPV). Esta cinética revelou um curso de infecção similar entre ambos os vírus, com 

cinética de produção de partículas virais comparáveis, e acumulo de vírus brotados no 

sobrenadante de cultura em quantidades de ~5 x 108 cópias de DNA/mL ( 

Figura 23 A e B). O curso de infecção do vírus Ac-ATHOVGPgp64- (Contendo 

apenas a EFP de ATHOV-1) foi avaliado durante um período de 12 dias, em função de 

menor velocidade de espalhamento da infecção. Interessantemente, foi observado que a 
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quantidade de cópias do genoma viral no sobrenadante de cultura se manteve estável ao 

longo do curso da infecção em MOI 100 e 10, e apresentou leve queda em MOI 1 ( 

Figura 233 C). 

Figura 23. Curva de crescimento por qPCR. Células Sf21 foram infectadas em diferentes 

MOIs (1, 10 e 100) e carga viral do sobrenadante de cultura analisado em 5 tempos pós 

infecção. Quantificação absoluta de vírus controle reparado (A), AcMNPV contendo 

gp64 e GP de ATHOV-1 (B) e vírus com apenas GP de ATHOV-1 (C). 

 Essa observação indica que apesar da produção de partículas virais infecciosas no 

sobrenadante de cultura e espalhamento da infecção in vitro, não há acúmulo de grandes 

quantidades de BV extracelulares. Um mecanismo de infecção célula a célula por contato 

ente células adjacentes, mediado pela EFP de ATHOV-1 pode estar envolvido no 

espalhamento da infecção, corroborando o padrão de progressão lento, e a ocorrência de 

focos de infecção isolados observados em cultura. 

 

5.9  Transdução em linhagens celulares de mosquito  

 A capacidade de entrada promíscua do AcMNPV em diversas linhagens celulares, 

não tão somente em linhagens de lepidóptera permissivas a sua replicação, possibilita sua 

utilização para a entrega de genes e produção de proteínas em uma ampla variedade de 
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linhagens celulares (MANSOURI; BERGER, 2018). Desta forma, a incorporação de 

EFPs de outros vírus ao envelope de AcMNPV já vem sendo explorada como uma forma 

de aumentar sua eficiência de entrada e de entrega gênica (gene delivery), especialmente 

em linhagens celulares de mamífero (BARSOUM et al., 1997; HU et al., 2019; 

KOLANGATH et al., 2014; TANI et al., 2003). Hu et al. (2019) reportou baculovírus 

AcMNPV pseudotipados com GP de THOV e DHOV foram capazes de aumentar a sua 

taxa de transdução de 4 a 12 vezes em seis linhagens de mamífero testadas, se comparado 

ao vírus AcMNPV selvagem. 

Linhagens celulares de mosquito apresentam diversas vantagens de cultivo, 

especialmente seu custo reduzido, crescimento em altas densidades, sem necessidade de 

atmosfera controlada e com maior tolerância a variação de temperatura (KURTTI; 

MUNDERLOH, 1984). Além disso, a expressão de genes exógenos nestas linhagens é 

um método utilizado para o estudo de vias metabólicas e repostas celulares a infecções 

virais e outros fatores estressores (GU et al., 2011; LOMBARDO et al., 2009; NANDA 

et al., 2009).  

Sendo assim avaliamos a capacidade da EFP de ATHOV-1 de aumentar a entrada 

de AcMNPV nas linhagens celulares de mosquitos C6/26, U4.4 e Aag2, não permissivas 

a sua replicação, assim como na linhagem permissiva Sf21. Para avaliar a capacidade de 

entrada e transdução nestas linhagens, a expressão de eGFP foi avaliada sob o controle 

do promotor ie1 de AcMNPV, ativo em células de mosquito (ANDERSON et al., 2010). 

O vírus Ac-ATHOVGPgp64+ apresentou maiores níveis de transdução do gene repórter 

eGFP em todas as linhagens testadas, sendo observado através de microscopia de 

fluorescência (Figura 24). 
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Figura 24. Microscopia de fluorescência de transdução em linhagens celulares de 

mosquito. Células U4.4 (A), C6/36 (B), Aag2 (C), e Sf21 (D), inoculadas em MOI 5 com 

vírus Ac-REPgp64 e AcATHOVGPgp64+, e não infectadas (Mock) observadas por 

microscopia de campo claro e fluorescência para presença do gene repórter eGFP 48 hpi. 

Barra de escala: 250 μm. 
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A eficiência de transdução foi quantificada através de ensaio de fluorímetria, 

sendo observado que a presença da EFP de ATHOV-1 (AcATHOVGPgp64+) levou ao 

aumento da produção de eGFP todas linhagens testadas, sendo maior aumento relativo 

visto em células C6/36 com de 2,5 vezes em relação ao vírus AcREPgp64 (Figura 25). 

 

Figura 25. A EFP de ATHOV-1 aumenta e eficiência de transdução em células de 

mosquito.  Quantidade total de fluorescência emitida pela proteína repórter eGFP de 

células lisadas foi medida 48 hpi em MOI 5. 

 Para análise do aumento da proporção da população de células eGFP positivas 

transduzidas pelo vetor contendo a EFP de ATHOV-1, células C6/36 foram submetidas 

à análise por citometria de fluxo. Foi observado um aumento sutil proporção de células 

GFP positivas transduzidas com o vírus Ac-ATHOVGPgp64+ (13,9 %) em comparação 

ao vírus controle Ac-REPgp64 (9,6 %) (Figura 266). 
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Figura 26. Análise de transdução em células C6/36 por citometria de fluxo. Células foram 

transduzidas em MOI 5 com vírus indicados e leitura realizada 48 hpi. A) Gráfico de 

dispersão indicando população de células GFP positivas transduzidas com vírus Ac-

REPgp64 (9,6 %) e Ac-ATHOVGPgp64+ (13,9 %) B) Histograma ressaltando área sob 

pico de intensidade de GFP, indicando maior intensidade de fluorescência para Ac-

ATHOVGPgp64+ (8,96) em relação a REPgp64 (7,36). 

O aumento da eficiência de transdução utilizando o vetor AcMNPV contendo a EFP 

de ATHOV-1 foi observado nas três linhagens celulares de mosquito testadas, com o 

maior aumento relativo em células C6/36. Esta linhagem é particularmente capaz de 

crescer em alta confluência, tornando-a uma plataforma promissora para expressão de 

proteínas heterólogas quando combinada a elevada capacidade de transdução pelo vetor 

Ac-ATHOVGPgp64+. Baculovírus são capazes de comportar grandes sequências de 

DNA exógeno em seu genoma (~30 kbp) (HU; YAO; WU, 2008), tornando-o interessante 

para produção de complexos proteicos com como Virus Like Particles (VLPs) com alto 

potencial vacinal (GOPAL; SCHNEEMANN, 2018; PIDRE et al., 2023), que pode ser 

explorada em células C6/36 utilizando o vetor Ac-ATHOVGPgp64+. 
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5.10  Análise ultraestrutural por criomicorscopia eletrônica 

 Vírus brotados de AcMNPV reparados para GP64 nativa e o vírus recombinante 

contendo apenas a GP de ATHOV-1 foram analisados por criomiscroscopia eletrônica. 

Observou-se um nível significativamente menor de incorporação da EFP heteróloga de 

ATHOV-1 nos envelopes virais em comparação à GP64 do tipo selvagem (Fig. 27). Os 

BVs de AcREPgp64 apresentaram muitas cópias de peplômeros protuberantes bem 

definidos ao longo do envelope, enquanto as partículas virais de AcATHOVGPgp64- 

exibiram poucas ou nenhuma estrutura discernível correspondente à EFP de ATHOV-1 

(Fig. 27). Quando presentes, essas estruturas estavam predominantemente localizadas nas 

extremidades dos BVs, de forma semelhante à distribuição observada para GP64 (WANG 

et al., 2016). 

Figura 27. Comparação por Cryo-EM entre BV de AcMNPV deletado para gp64, 

resgatado com seu gene gp64 nativo (Ac-REPgp64), e BV com a EFP heteróloga 
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ATHOV-1 (Ac-ATHOVgp64-). Setas brancas indicam peplômeros visíveis compostos 

por glicoproteínas do envelope. 

Essa observação reforça os dados cinéticos de crescimento viral e sugere que um fator 

crítico para a capacidade das EFPs heterólogas resgatarem a infectividade de baculovírus 

gp64 nulo é a eficiência de incorporação da EFP no envelope viral. Esse processo pode 

refletir eventos evolutivos necessários para a aquisição de gp64 pelos baculovírus 

ancestrais do grupo G1-α. 

A análise ultraestrutural dos vírus brotados identificados neste trabalho replicou 

diversas características descritas previamente em estudos de baculovírus por Cryo-EM 

(WANG et al., 2016). Entre essas características, destaca-se a presença de virions com 

laterais alongadas, nucleocapsídeos em conformação relaxada e BVs contendo múltiplos 

capsídeos (Fig. 28). No trabalho de Wang et al. (2016), foi evitada a ultracentrifugação 

de partículas virais antes do processamento para Cryo-EM, devido a possibilidade de 

impactos na estabilidade e morfologia dos BVs. No entanto, nas análises conduzidas aqui, 

a morfologia geral de BVs permaneceu claramente discernível, assim como as mesmas 

estruturas relatadas por Wang et al. (2016), mesmo após utilização de ultracentrifugação 

em colchão de sacarose para concentração de partículas virais. Essas observações indicam 

que os BVs são estruturalmente estáveis e capazes de suportar o pré-processamento sem 

alterações morfológicas evidentes.  

Figura 28. Micrografias de Cryo-EM de vírus brotados Ac-ATHOVgp64-. As setas 

brancas indicam peplômeros projetados do envelope viral, possivelmente compostos pela 

EFP de ATHOV-1. O círculo branco tracejado mostra uma partícula viral com 
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nucleocapsídeo em forma relaxada e o círculo preto tracejado indica uma partícula viral 

envelopada contendo dois nucleocapsídeos. 

 Além disso, as micrografias revelaram a presença de diversas vesículas 

membranosas compostas por bicamadas lipídicas presentes no sobrenadante de cultura 

infectada com o vírus Ac-REPgp64. Interessantemente, muitas dessas estruturas exibiam 

projeções que se assemelham morfologicamente às EFPs presentes nos envelopes virais 

(Fig. 29).  

Figura 29. Crioelétron micrografias de sobrenadante de cultura infectada com vírus Ac-

REPgp64. Setas vermelhas indicam vesículas membranosas com proteínas de superfície 

protuberantes. 

 Essa observação sugere a possibilidade de brotamento dessas vesículas de forma 

independente da interação direta com nucleocapsídeos virais. Isso levanta questões sobre 

o mecanismo pelo qual poderia esse brotamento poderia ocorrer, envolvendo a 

incorporação de glicoproteínas de fusão de membranas. É sabido que vírus podem induzir 

diversas alterações na dinâmica de membranas celulares durante o processo infeccioso, 

afetando também a resposta antiviral dos hospedeiros (DE ARMAS‐RILLO et al., 2016). 

Proteínas virais, incluindo proteínas não estruturais, são capazes de interagir com 
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proteínas celulares de membrana e influenciar diretamente a produção de partículas virais 

(DASILVA et al., 2009). Portanto, é plausível que essas estruturas observadas 

desempenhem algum papel biológico durante o ciclo infeccioso, possivelmente 

interagindo com membranas células não infectadas e influenciando propagação do vírus 

de célula a célula. Contudo, experimentos específicos serão necessários para avaliar essa 

hipótese e elucidar a possível função dessas vesículas no contexto da infecção.  

Durante o ciclo de infecção por baculovírus o brotamento e aquisição de 

glicoproteínas de envelope ocorrem na membrana plasmática das células hospedeiras 

(BLISSARD; THEILMANN, 2018), embora o mecanismo exato que induz o brotamento 

viral ainda não esteja completamente elucidado. No vírus AcMNPV foi identificado que, 

durante a fase tardia de infecção, uma proteína viral denominada Me53 se localiza na 

membrana plasmática de células infectadas, e requer a presença prévia de GP64 ancorada 

a essa membrana para formação de sítios de brotamento viral (JONG et al., 2011). O gene 

que codifica a proteína Me53 é altamente conservado e está presente na maioria dos 

baculovírus de lepidópteros. Sua deleção reduz drasticamente a produção de vírus 

brotados em cultura de células, em mais de 1000 vezes (DE JONG et al., 2009). No estudo 

de De Jong et al. (2011), foi observado que, em tempos tardios pós-infecção, Me53 forma 

focos distintos na membrana celular, cuja formação depende da presença de GP64 e 

colocaliza com essa glicoproteína. Essas observações sugerem que Me53 pode atuar 

como um intermediário funcional entre o envelope viral e o nucleocapsídeo de 

baculovírus. Nesse contexto, Me53 nos sítios de brotamento pode exercer uma função 

análoga à proteína de matriz de vírus da família Orthomyxoviridae, que também participa 

ativamente do processo de brotamento viral (ROSSMAN; LAMB, 2011). 

 Assim, uma hipótese para a formação das vesículas observadas seria a interação 

direta entre Me53 e GP64 na membrana plasmática, desencadeando o processo de 

brotamento de maneira independente da presença de nucleocapsídeos virais. Porém 

experimentos específicos são necessários para avaliar essa possibilidade.  

No contexto da aquisição de GP64 pelos alphabaculovírus do grupo I, é plausível 

que uma compatibilidade mínima entre a proteína GP64 e Me53 fosse necessária para 

permitir a incorporação de GP64 no envelope viral. Essa compatibilidade teria conferido 

uma vantagem evolutiva, facilitando a fixação dessa glicoproteína na população viral e 

contribuindo para o sucesso adaptativo dos alphabaculovirus do grupo I. 
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6. Conclusões  

Neste trabalho, descrevemos o primeiro thogotovirus identificado em um hospedeiro 

lepidóptero, que pode representar o membro mais próximo do ancestral responsável pela 

origem da GP64 nos alphabaculovirus do grupo I. A glicoproteína de envelope desse 

thogothovirus não foi capaz de substituir funcionalmente a GP64 em baculovírus, 

sugerindo que, apesar do alto grau de identidade, diferenças em resíduos-chave são 

determinantes para essa capacidade funcional. 

Por outro lado, demonstramos que a inserção da sequência codificadora da 

glicoproteína de envelope do Apis thogotovirus 1 (recentemente descoberto em abelhas) 

no genoma de um baculovírus desprovido do gene gp64, foi suficiente para restaurar sua 

infectividade in vitro. Esses dados fornecem evidências experimentais adicionais que 

reforçam a hipótese que a glicoproteína de envelope GP64 dos alphabaculovirus do grupo 

I se originou por meio de um evento de transferência horizontal de genes, possivelmente 

durante coinfecção envolvendo ancestrais distantes de baculovírus e thogotovírus.  

Esses achados contribuem para o entendimento da complexa história evolutiva 

compartilhada pelas glicoproteínas de envelope desses vírus filogeneticamente distantes. 

Ainda assim, muitas perguntas permanecem sobre os ancestrais mais recentes desses vírus 

e sobre as interações ecológicas que levaram a emergência de gp64 em baculovírus. 
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