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INTRODUGAO

A histdria da descoberta dos baculovirus data a
partir do desenvolvimento da indUstria da seda que
ocorreu ha mais de 5000 anos na China antiga. Os
baculovirus sdo agentes infecciosos que estdo
disseminados em varios organismos dentro das classes
dos artrépodes. Embora exista uma grande variedade
de alvos do baculovirus, os mais estudados sdo aqueles
que causam doencas em pragas comuns
(MARTIGNONI; IWAI, 1986).

Enviado: Nov/2019
Revisado: Mar/2020
Aceito: Mai/2020

Atualmente existem mais de 700 espécies de
baculovirus até entdo isoladas e catalogadas
(HERNIOU; JEHLE, 2007). No entanto, somente cerca
de 50 espécies tiveram seus genomas sequenciados. A
familia Baculoviridae atualmente é subdividida com
base em evidéncias filogenéticas e caracteristicas
moleculares em  quatro  géneros distintos:
Alphabaculovirus, Betabaculovirus,
Gammabaculovirus e Deltabaculovirus (JEHLE et al.,
2006).
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O ciclo de replicacdo do baculovirus dentro da
célula do inseto infectado é bifasico e envolve a
formacao de dois tipos de virions. Os virions derivados
da oclusdo (ODVs) sdo adaptados para terem
estabilidade no meio externo ao inseto hospedeiro e os
virions que brotam da membrana plasmatica (BVs),
que ndo estdo ocluidos, sdo, portanto, responsaveis
pela disseminagdo sistémica dentro do inseto
hospedeiro e consequente morte do inseto
(PASSARELLI; GUARINO, 2007).

Os baculovirus apresentam uma grande
diversidade de aplica¢des biotecnologicas de interesse
econémico, como, por exemplo, expressdo de
proteinas heterologas. No entanto, incialmente o uso
de baculovirus foi considerado como inseticida
biolégico no controle de pragas. Esses virus sdo
considerados altamente virulentos, seletivos (infectam
somente determinados grupos de artrépodes) e
estaveis, e principalmente com baixo impacto
ambiental ap0s sua aplicacdo (MOSCARDI, 2011).

Embora os baculovirus possuam  essa
versatilidade para inUmeras aplicacdes, seu uso como
bioinseticidas era limitada até recentemente por causa
de sua acdo lenta de eliminar as pragas e dificuldades
técnicas para a produgdo comercial in vitro. Espera-se
que duas abordagens para a aplicacdo mais ampla de
baculovirus como biopesticidas sejam implementadas
no futuro. Primeiramente, nos paises onde o uso de
organismos geneticamente modificados é restrito, as
melhorias serdo principalmente no nivel dos
diagnosticos, producdo in vitro e alteragdes nas
formulagdes de  biopesticidas. Na segunda
abordagem, a capacidade dos baculovirus matar as
pragas pode ser aumentada por modificacdes
genéticas do seu genoma introduzindo nele genes de
outros patogenos naturais (SZEWCZYK et al., 2006).

Outra limitacdo pratica no que diz respeito ao
uso de baculovirus é que esse virus possui varias
desvantagens como vetores de terapia genética. Uma
delas é que o baculovirus induz uma expressdo
transitdria nas células de mamiferos. In vivo, a
expressao do transgene tipicamente decresce no 7°.
dia e desaparece 14°. dia. A duracdo da expressao do
transgene in  vitro usando  baculovirus €
significativamente menor do que a expressdo mediada
por vetores retrovirais, lentivirais e AAV (AIRENNE et
al., 2000; LEHTOLAINEN et al., 2002).

No entanto, a biotecnologia tem avancado
muito em todas as areas de estudo e com diferentes
abordagens, e cada vez mais se observa o uso do
baculovirus em aplicacdes além da producdo de
proteinas em células de insetos. Essas abordagens
incluem o desenvolvimento de estratégias para
exibicdo de peptideos e proteinas heterdlogas em
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particulas de virus e a inser¢do de cassetes de
expressdo de mamiferos em baculovirus para
expressar genes de maneira altamente eficiente em
uma grande variedade de células de mamiferos. Os
baculovirus também possuem a capacidade de
transduzir uma grande variedade de linhagens de
células de mamiferos, humanas ou nao (HU, 2008),
com diferentes propdsitos, tais como expressdo de
genes terapéuticos a serem usados no tratamento de
cancer (WANG et al., 2006), lesdo por isquemia e
reperfusdo  (IRI) em  o6rgdos transplantados
(HITCHMAN et al., 2011), regeneracao tecidual (WANG
et al., 2005) e como veiculo de vacinas (HU, 2008;
MADHAN; PRABAKARAN; KWANG, 2010).

Assim, o uso de baculovirus pode ser um
método alternativo de fornecer genes terapéuticos a
serem utilizados em diversas patologias e
principalmente permanecendo confinados aos 6rgaos-
alvos. Como os genes do BV que possuem essas
fungdes nas células de insetos ndo sdo expressos, nas
células de mamiferos, é pouco provavel que a infec¢do
por BV afete as células alvo. Isso é um critério crucial
para os protocolos que sdo empregados nas terapias
que envolvem apenas a correcdo de um defeito
genético, e ndo levar a morte celular das células-alvos
(STANBRIDGE; DUSSUPT; MAITLAND, 2003).

METODOLOGIA

O desenvolvimento desse trabalho consistiu em
uma revisdo de literatura, com busca, em sites
cientificos como o SciELO e PubMed, por artigos e
livros referentes ao baculovirus com enfoque na sua
morfologia, ciclo de replicacdo e aplicagdes
biotecnoldgicas na area de saude. A revisdo de artigos
realizada adotou como critério inicial para selecdo a
utilizacgdo  das  palavras-chaves em  inglés:
“baculovirus”, “baculovirus life cycle”, “gene therapy”,
“baculovirus applications” e em portugués “aplica¢ées
biotecnoldgicas”. Foram utilizados, na selecdo, artigos
publicados em linguas inglesa e portuguesa no periodo
compreendido entre 2005 e 2019. Estudos originais
nao restritos ao intervalo pré-estabelecido de selecdo
também foram utilizados, em decorréncia de seu valor
como referéncia. Foram filtrados go artigos cientificos
e, apos uma revisdao minuciosa, foram selecionados 86
artigos relevantes para o estudo.

REFERENCIAL TEORICO
Um breve historico e propriedades morfoldgicas dos
Baculovirus

Os baculovirus sdo agentes infecciosos que
estdo disseminados em varios tipos de organismos tais
como insetos e camardes. Embora exista uma grande
variedade de alvos do baculovirus, os mais estudados
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sdo aqueles que causam doengas em pragas comuns
como os insetos (MARTIGNONI; IWAI, 1986).

A histéria da descoberta dos baculovirus data a
partir do desenvolvimento da indUstria da seda que
ocorreu na China antiga, a mais de 5000 anos atras.
Desde entdo, a cultura do bicho-da-seda se espalhou
por toda a Asia chegando ao Jap&o por volta de 300
anos dC e a Europa emtorno de 550 anos dC. Como em
qualquer industria agricola, muitos problemas
ocasionaram  uma variedade de  doengas,
comprometendo a economia local. Com o surgimento
de novas ferramentas de analises, tal como a
microscopia de luz, uma caracteristica tipica de um dos
tipos de doengas foi identificada. Foi observada a
presenca de corpos de oclusdo (OB) que sdo estruturas
altamente refratarias e sintomaticas nos insetos
afetados pelo agente infeccioso. Essas estruturas
apresentavam-se em forma poliédrica e foi em meados
do século XIX que essas constatacdes levaram a
nomenclatura das doencas associadas a essas
estruturas, denominadas entdo como poliedroses
(ROHRMANN, 2019).

Embora tenha sido sugerida a presenga de
particulas infecciosas dentro dos corpos de oclusdo
(OB), somente no final da década de 1940 a presenga
de uma particula completa de um virus em estrutura de
bastonete foi definitivamente demonstrada por meio
da microscopia eletronica (BERGOLD, 1947).
Consequentemente, anos mais tarde, duas doencas de
poliedrose foram diferenciadas: aquelas em que os
corpos de oclusao estavam no citoplasma da célula
hospedeira do animal infectado, denominadas
poliedroses citoplasmaticas (CPVs) e aquelas em que
as estruturas poliédricas se desenvolviam nos nucleos,
denominadas poliedroses nucleares (NPVs) (XEROS,
1952).

Os NPVs sdo descritos como em forma de
bastonetes, cujo material genético é o DNA, enquanto
os CPVs possuem capsideos de estrutura icosaedral e
foram inseridos na familia Reoviridae (género
Cypovirus), na qual estdo inseridas particulas virais cujo
genoma ¢ constituido de fitas duplas de RNA
segmentadas (VAN OERS; VLAK, 2007).

Na década de 1920, foi descrita uma segunda
categoria de baculovirus cujas caracteristicas sao
dadas pela presenca de OBs em forma helicoidal,
pequenos e granulares (PAILLOT, 1926), assim
denominada virus da granulose (GV). A morfologia
observada nos OBs desses virus foi um critério crucial
para a divisdo em dois grandes grupos de virus:
Nucleopoliedrovirus (NPV) e Granulovirus (GV) (Figura
1).

No entanto, com os avancos das técnicas de
biologia molecular outros critérios para subdivisao das
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diferentes categorias de virus foram utilizados. A
terminologia para esses virus passou por uma série de
nomes, inluindo Borrelinavirus, Bergoldiavirus,
Smithiavirus, Moratorvirus e Vagoiavirus até que, no
inicio dos anos 70, a nomenclatura foi alterada e
unificada dando origem entdo a familia Baculoviridae
(VAGO et al., 1974). Os baculovirus sdo representados
por um grande e diversificado grupo de virus
patogénicos para artrépodes, principalmente insetos
das ordens Lepidoptera, Hymenoptera e Diptera. Mais
de 700 baculovirus diferentes ja foram isolados de
invertebrados e relatados na literatura (HERNIOU;
JEHLE, 2007).

BACULOVIRUS

INUCLEOPOLIEDROVIRUS|
(NPV)

GRANULOVIRUS (GV)

viRUS DE MULTIPLOS

VIRUS DE SIMPLES
NUCLEOCAPSIDEOS
(MNPV) (SNPV)

NUCLEOCAPSIDEOS

Figura 1. Representacdo esquematica da classificacdo dos
baculovirus em Nucleopoliedrovirus (NPV) com as subdivises em
Virus de Multiplos Nucleocapsideos (MNPV) e Virus de Simples
Nucleocapsideos (SNPV) e Granulovirus (GV).

Os multiplos virus NPV sdo incorporados em OBs,
que variam em suas dimensdes podendo ter tamanhos
que vdo de 0,15 pm até 15 um de comprimento, enquanto
os granulos (GV) sdo menores, aproximadamente 0,3 x
0,5 pm (largura x comprimento), e tipicamente contém
apenas um Unico virion, ou raramente dois ou mais virions
(HERNIOU et al., 2012). Os nucleocapsideos do
baculovirus possuem um didmetro que varia entre 30 a 60
nm e comprimento de 250 a 300 nm (Figura 1).

Essas estruturas estdo inseridas dentro de um
envelope para formar um virion (particula viral completa)
(HERNIOU et al., 2012). Duas formas distintas de virions
sdo produzidas durante o processo de infeccdo: virus
extracelular que brota da membrana plasmatica da célula
infectada para o meio extracelular, o qual possui
estruturas denominadas peplémeros (contendo, por
exemplo, a glicoproteina GP64 e a proteina-F), sendo
envelopados individualmente (budded virus-BV ou
extracellular virus-ECV); e virions derivados de OB (ODVs).
Ambos possuem genotipos idénticos, no entanto,
possuem fenotipos distintos (Figura 2).

Embora os BVs e ODVs possuam o mesmo
nucleocapsideo, eles diferem entre si pela diferente
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origem de seus envelopes (MCWILLIAM, 2007). Os
envelopes do BV sdo derivados de membranas
plasmaticas modificadas pelo brotamento do
nucleocapsideo, enquanto os envelopes do ODVs sdo
formados a partir de membranas montadas dentro da
regido nuclear da célula infectada. Os BVs consistem
em apenas um Unico nucleocapsideo rodeado por um
envelope, enquanto ODVs inseridos dentro dos OBs
que possuem nucleocapsideos Unicos (S) ou multiplos
(M) sdo referidos como NPVs Unicos (SNPVs) ou NPVs
multiplos  (MNPVs),  respectivamente  (IKEDA;
HAMIJIMA; KOBAYASHI, 2015) (Figura 2).

Os nomes das diferentes espécies de
baculovirus sao dados adicionando as iniciais dos
nomes dos insetos de onde eles foram isolados
inicialmente, tais como Autographa californica MNPV
(ACMNPV), Bombyx mori NPV (BmNPV) e Anticarsia
gemmatalis MNPV (AgMNPV), os quais foram isolados
pela primeira vez a partir da alfafa looper (A.
californica), bicho-da-seda (B. mori) e mariposa-cigana
(L. dispar), respectivamente (THEILMANN et al., 2005;
JEHLE et al., 2006). O mesmo ocorre com O0s
representantes da classe GVs, tais como Agrotis
segetum GV (AgseGV); Choristoneura occidentalis GV
(ChocGV); Cryptophlebia leucotreta GV (CrleGV). No
entanto, este método de nomenclatura
ocasionalmente cria confusdo, pois os baculovirus
podem possuir uma grande diversidade de
hospedeiros ou ainda quando insetos sdo permissivos
a infecgbes por multiplas espécies de baculovirus
(JEHLE et al. 2006).

(A) (8)
COMPONENTES COMPONENTES COMPONENTES
ESPECIFICOS DO COMUNS DO ESPECIFICOS DO
BV VIiRION opv
DNA VIRAL

PEPLOMEROS == TEGUMENTO

CAPSIDEO
PROTEINA

LIGANTE AQ
DNA

ENVELOPE VIRAL
(derivado da membrana plasmatical

ENVELOPE VIRAL
(montado no nicleo)

ENVELOPE

TS Fd \ ’
\ / N\
N \ E
POLIEDRICO
CORPO DE OCLUSAO POLIEDRINA
(08, poliedro)

MNPV SNPV

Figura 2. Representacdo dos dois fenotipos distintos de NPV
produzidos durante a infeccao de lepidopteros por NPV. (A) Virus
brotado (BV). (B) Virus Derivado da Oclusdo (ODV). BVs e ODVs
possuem genotipos idénticos, mas fendtipos diferentes devido a
origens distintas do envelope. MNPV, com multiplos
nucleocapsideos em um envelope; SNPV com um Unico
nucleocapsideo em um envelope. Adaptado de Ikeda;
Hamajima; Kobayashi (2015).

O processo de replicagdo viral ocorre no nucleo
das células infectadas e possuem material gendmico
na forma de DNA fita dupla e circular, cujo tamanho
pode variar entre 80 a 180 Kpb de extensdo,
codificando entre 100 a 180 proteinas diferentes
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(THEILMANN et al., 2005). Cerca de 50 espécies ja
tiveram seus genomas sequenciados (bases de dados
do NCBI). A familia Baculoviridae atualmente é
subdividida com base em evidéncias filogenéticas e
caracteristicas moleculares em quatro géneros
distintos: Alphabaculovirus (nucleopoliedrovirus de
leptodpera), Betabaculovirus  (granulovirus  de
lepiddpteros), Gammabaculovirus
(nucleopoliedrovirus de himendpteros) e
Deltabaculovirus (nucleopoliedrovirus de dipteros)
(JEHLE et al. 2006). Os virions do género
Alphabaculovirus sdo designados como Unicos (S) ou
multiplos (M) dependendo do nUmero de
nucleocapsideos por ODV (virus derivados da oclusdo),
enquanto os dos géneros delta e gammabaculovirus
normalmente contém um Unico nucleocapsideo por
ODV (VOLKMAN; SUMMERS, 1977).

Ciclo de replicagao viral

O ciclo de replicagdo do baculovirus dentro da
célula do inseto infectado é caracterizado por ser
bifasico e envolve a formagao de dois tipos de virions,
0s quais sao produzidos em fases distintas do ciclo de
infeccdo. Os ODVs sdo adaptados para terem
estabilidade e viabilidade no meio ambiente externo
ao inseto hospedeiro e os virions que brotam da
membrana plasmatica (BVs), que ndo estdo ocluidos e
sdo, portanto, responsaveis pela disseminagdo
sistémica de célula a célula dentro do inseto. Além
disso, o ciclo de replica¢do do virus é dividido em trés
fases consecutivas de acordo com a programagao da
expressao génica (imediata-precoce/precoce; tardia e
muito tardia) (PASSARELLI; GUARINO, 2007).

O processo de infeccdo viral pelo baculovirus se
inicia quando as larvas de insetos ingerem os corpos de
oclusdo presentes nas folhas dos vegetais (KEDDIE;
APONTE; VOLKMAN, 1989). Os ODVs sdo embebidos
em uma matriz proteica composta principalmente pela
proteina poliedrina, a qual é expressa na fase muito
tardia do ciclo de infec¢do. Quando os ODVs entram
em contato com as condig¢bes alcalinas presentes no
intestino médio do inseto, o corpo de oclusdo se
dissolve ocorrendo a liberagdo dos ODVs, e a matriz
proteica de poliedrina é, entdo, degradada por
proteinases presentes no intestino do inseto ou por
aquelas que estdo associadas aos virions (WANG;
GRANADOS, 1997). Em sequida, os ODVs se aderem a
microvilosidade da bordadura em escova das células
epiteliais colunares do intestino médio do inseto.

Os ODVs possuem um conjunto de proteinases
especificas associadas ao envelope, chamadas de
fatores de infectividade per os (pif), que medeiam o
ancoramento do virus aos receptores localizados na
superfice da membrana das células epiteliais
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(HORTON; BURAND, 1993; KIKHNO et al., 2002).
Posteriormente, a entrada do virus ocorre através da
fusdo da membrana do envelope viral com as
microvilosidades de células epiteliais (via nédo
endocitica), seguida pela liberacao dos
nucleocapsideos na regido citoplasmatica,
descapsidacgao e liberagdo do DNA viral nu (OHKAWA,;
VOLKMAN; WELCH, 2010).

Uma vez atingido o nucleo, o processo de
transcricdo dos genes virais imediato-precoces/
precoces incia-se com auxilio da RNA polimerase da
célula hospedeira (até 6 h pos-infecgdo). Esses genes
codificam principalmente para proteinas
transativadoras necessarias para uma subsequente
expressao de genes virais e também para provocar um
disturbio da atividade normal da célula hospedeira
(PASSARELLI; MILLER, 1993).

O processo de transi¢do da fase precoce para a
fase tardia da infec¢do é marcado pelo inicio da
replicagdo do DNA viral que ocorre dentro de 6h a 18h
apos a etapa de infec¢do, juntamente com o inicio da
atividade de uma RNA polimerase codificada pelo virus
(GRULA; BULLER; WEAVER, 1981). Este ultimo
processo iniciara com uma cascata ordenada de
expressdo de genes necessarios para a formagdo de
componentes virais na etapa de montagem de novos
nucleocapsideos. Os  nucleocapsideos  recém-
montados sdo, entdo, direcionados do nucleo para a
membrana plasmatica, onde ocorrerd o brotamento
dos virions (BV) (PASSARELLI, 2012).

Os BVs fazem parte da etapa de infecgdo
secundaria, portanto, uma vez liberados por
brotamento, eles sdo transportados por toda a
hemolinfa para infectar novas células, levando a uma
infecgdo sistémica. Depois de entrar nas células-alvo, o
processo de infec¢do é semelhante ao que acontece na
infecgdo primaria, onde os nucleocapsideos sao
direcionados para o nucleo para que ocorra a
replicagado do DNA e subsequente expressao das
proteinas virais. A fase muito tardia da infeccdo (18h
apos a infecgdo) inicia com a expressao de proteinas
que constituem a matriz dos ODVs (MONTEIRO et al.,
2012).

O final do ciclo de infeccdo secundario ocorre
com a infeccdo de varios tecidos e lise celular,
culminando na morte e liquefacdo das larvas, e
finalmente a disseminacdo de ODVs para o meio
ambiente, onde podem permanecer estaveis e viaveis
por varios anos até serem ingeridos por novas larvas
(VOLKMAN; SUMMERS, 1977). Portanto, os ODVs
embutidos em OBs desempenham um papel na
transmissao horizontal viral, que ocorre de insetos
para insetos, enquanto os BVs sdo responsaveis pela
transmissdo viral de célula a célula dentro da larva do
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inseto infectado. Diferente do que acontece com os
ODVs, onde a entrada do baculovirus se da por fuséo
de membranas, os BVs entram nas células por meio da
endocitose (KATOU; IKEDA; KOBAYASH, 2006; LONG
etal., 2006).

Aplicagdes do Baculovirus
Uso dos baculovirus como inseticidas de lavouras.

Atualmente, os virus da granulose e os virus da
poliedrose nuclear apresentam diversas aplicacdes de
interesse econdmico como modelo de expressdo de
proteinas  heterdlogas, mas incialmente foi
considerado para uso como inseticidas biolégicos no
controle de pragas. Esses virus sdo considerados
altamente virulentos, seletivos e estaveis, e
principalmente com baixo impacto ambiental apos sua
aplicagdo, pois sdo altamente especificos para seus
insetos hospedeiros, ou seja, ndo afetam outros
artropodes, incluindo predadores de pragas e
parasitoides, vertebrados, plantas e biosfera
(MOSCARDI, 2011).

Existe uma grande rigorosidade em varios
paises no que diz respeito a regulamentacdo da
fabricacdo, registro e uso de pesticidas, o que resulta
em custos mais altos e escassez dessas ferramentas
em alguns casos. Muitas dessas espécies de insetos,
que incluem algumas pragas da agricultura, tornaram-
se dificeis de serem controladas devido ao
desenvolvimento de resisténcia aos inseticidas
quimicos. A produ¢do em larga escala e o uso
frequente de inseticidas tém causado seu aciUmulo nos
ecossistemas, resultando em contaminagdo ambiental
e toxicidade para muitas espécies diferentes, incluindo
seres humanos. A disseminacdo da resisténcia a
inseticidas também ameaca a eficacia dos inseticidas
atualmente utilizados (FFRENCH-CONSTANT, 2013;
RANSON et al., 2010; RIVERO et al, 2010). Muitos
estudos demonstraram que os baculovirus, tanto GV
quanto NPV, sdo alternativas promissoras e
economicamente vidveis para produtos quimicos no
controle bioldgico de insetos (WHALON; MOTA-
SANCHEZ; HOLLINGWORTH, 2008, STERNBERG;
THOMAS, 2018).

O controle bioldgico pode ser uma pratica que
tem efeitos duradouros devido a persisténcia dos
patégenos no meio ambiente (FULLER; ELDERD;
DWYER, 2012). Os organismos naturais e
entomopatdgenos utilizados intencionalmente no
controle podem se estabelecer na populacdo de pragas
e contribuir para a prote¢do das culturas a longo prazo.
Varios patogenos, tais como fungos, nematoides,
bactérias e virus podem ser utilizados para controlar as
pragas de uma forma bastante eficiente quando
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aplicados de uma forma artificial como inseticidas
(SAXENA, 2008; VASANTHARAJ, 2008).

O primeiro relato de uso de um baculovirus no
meio ambiente, no controle de pragas, ocorreu na
década de 1930 de forma acidental quando um
parasitoide foi importado da Europa para os EUA e
Canada para ser utilizado no controle do mosquito da
espécie Diprion hercyniae. Foi observado que ocorreu
uma inibicdo efetiva do crescimento dessa praga.
Neste caso, o baculovirus acidentalmente introduzido
foi um NPV especifico para esse inseto. Desde entdo,
nenhuma medida de controle foi necessaria contra a
Diprion hercyniae (BIRD; ELGEE, 1957).

Geralmente sdo utilizadas duas estratégias
alternativas de manejo de pragas: a primeira consiste
na pulverizagdo das areas infestadas com formulagdes
concentradas de inseticidas numa tentativa imediata
de controlar a praga, ou as areas sao pulverizadas com
baixas concentra¢bes de baculovirus, levando a
permanéncia do virus por varias geracdes de insetos
(FUXA, 2004).

Embora a pratica do uso de baculovirus como
inseticida para a prote¢do de cultivos agricolas ndo
tenha sido tdo extensa quanto se esperava, existem
varios relatos de praticas bem sucedidas do uso de
diferentes espécies dessa familia na América Latina,
tais como, Anticarsia Gemmatalis MNPV, Autographa
californica MNPV*, Spodoptera albula NPV, Spodoptera
sunia NPV, Cydia pomonella GV, entre varios outras
(HAASE; SCIOCCO-CAP; ROMANOWSKI, 2015).

Uso dos baculovirus como inseticidas de pragas que
ocasionam problemas na saude humana

Embora na natureza exista uma grande
diversidade de lagartas de insetos, a grande maioria
delas ndo representa uma ameaca a salde humana. No
entanto, existem membros de 12 familias de
lepidopteros que podem ocasionar leses em humanos
e que chegam a ser bastante graves (DIAZ, 2005). No
Brasil, foi constatado que as larvas da espécie Lonomia
obligua (Walker, 1855) (Lepidoptera: Saturniidae)
causam varios acidentes (CARRIJO-CARVALHO;
CHUDZINSKI-TAVASSI, 2007). Esta espécie pode
causar a morte de pessoas provocada pela toxina
LOPAP (protease ativadora de protrombina de
Lonomia obliqua), liberada pelas cerdas da lagarta na
pele das vitimas no momento que entram em contato,
resultando em reagdes que variam desde irritagao local
a condicdes graves de risco de vida, como
coagulopatia, insuficiéncia renal aguda e distUrbios
hemorragicos (GAMBORGI; METCALF; BARROS,
2006).

Devido a um grande indice de acidentes com
essa lagarta e uma necessidade de controlar a
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populagdo deste inseto, muitas pesquisas foram
voltadas para a busca e identificacdo de varios
patogenos e predadores dessa lagarta, incluindo o
nematdide Hexamermis sp. (MORAES, 2002) e um
baculovirus: nucleopoliedrovirus multiplo de Lonomia
obliqua (LoobMNPV), que foi isolado de larvas de L.
Obliqua. Foi observado que as larvas infectadas pelo
baculovirus apresentaram todos os sintomas usuais de
uma infec¢do por este virus, embora ndo tenham
apresentadas as caracteristicas de liquefagdo e
melaniza¢do (WOLFF et al., 2002).

Os Baculovirus também sdo comumente
usados como vetores de expressao de uma grande
variedade de proteinas recombinantes. Por meio da
engenharia genética da espécie AcNPV, levou a
melhoria dos baculovirus ja em uso como biopesticidas
(SZEWCZYK et al., 2006). Essa modificacdo promoveu
uma redugdo do tempo necessario para o virus
provocar a morte do inseto hospedeiro. Portanto, a
atividade inseticida de baculovirus de tipo selvagem
pode ser melhorada através da insercdo de genes
heterdlogos. Muitos trabalhos ja foram publicados
demostrando a expressdao em baculovirus de genes
que codificam toxinas especificas para insetos (por
exemplo, toxinas de escorpides, acaros, aranhas,
anémonas do mar e Bacillus thurengiensis) (LAPIED et
al., 2008; INCEOGLU et al., 2006)

Uso de baculovirus em tratamento terapéutico

A terapia génica é um método que tem como
objetivo transferir um material genético para um
paciente para tratar uma determinada enfermidade.
Embora este conceito tenha sido definido ja ha muitos
anos, a investigacdo clinica somente se iniciou na
década de 1990, quando foi feito um estudo de um
disturbio de imunodeficiéncia no Instituto Nacional de
Saude dos Estados Unidos. Desde entdo, cerca de
2.500 estudos clinicos foram ampliados e abrangendo
uma grande variedade de patologias de carater
infecioso, doengas neurodegenerativas e cancer
(ANGUELA; HIGH, 2019).

A terapia génica visa a expressdo de genes
transferidos em altos niveis, a longo prazo, e o
suficiente para ser considerado terapéutico. O gene
transferido geralmente consiste em uma copia normal
de um gene alterado. Outro método da terapia génica
é a supressao da expressdo de um gene prejudicial,
utilizando métodos de interferéncia de RNA (RNAI) ou
de edicdo do proprio genoma. Essa Ultima ferramenta
para editar o genoma e corrigir o gene alterado é
teoricamente possivel, no entanto, ndo existem
ensaios clinicos em andamento (KOMOR et al., 2016).

Embora a terapia génica seja uma opgao
bastante promissora, existe uma necessidade de
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utilizar vetores adequados com baixa ou nenhuma
imunogenicidade, que sdo mais especificos ao tecido e
podem ser produzidos de uma forma mais eficiente e
relativamente a baixo custo (RITTER; KUPIEC-
WEGLINSKI, 2005).

Os baculovirus (BV) sdo modelos que atendem
a todos esses requerimentos, pois, sdo altamente
especializados para células de insetos hospedeiros e
apresentam uma baixa imunogenicidade em
mamiferos, com auséncia de memdria imunoldgica
pré-existente apds a primeira administra¢do. O BV ndo
possui capacidade de se replicar nas células de
mamiferos e, embora alguns genes de BV sejam
transcricionalmente ativos, eles sdo expressos em
baixos niveis (HITCHMAN, 2011).

Os baculovirus possuem a capacidade de
transduzir uma grande variedade de linhagens de
células de mamiferos, humanas ou nao (HU, 2008),
com diferentes propdsitos, tais como expressdo de
genes terapéuticos a serem usados no tratamento de
cancer, como em células malignas de glioma, células
PC3 de cancer de prostata (WANG et al., 2006;
STANBRIDGE; DUSSUPT; MAITLAND, 2003), na
sintese de proteinas protetoras para melhorar os
efeitos da lesdo por isquemia e reperfusdo (IRI) em
orgaos solidos durante procedimentos de transplantes
(HITCHMAN et al., 2011), transferéncia de genes para
ganglios da raiz dorsal com intuito de regeneragdo de
células periféricas dos nervos (WANG et al., 2005) e
como veiculo de vacinas delivery (revisado por
MADHAN: PRABAKARAN; KWANG, 2010, HU 2008;
AOKI et al., 1999).

Assim, a grande questdo é se o uso de
baculovirus pode ser um método alternativo de
fornecer genes terapéuticos a serem utilizados em
diversas patologias e principalmente permanecendo
confinados aos drgdos-alvos. Os virus de células de
mamiferos, especificamente aqueles utilizados em
terapias génicas, dependem da maquinaria celular da
célula hospedeira para completar seu ciclo de vida.
Uma consequéncia é a possibilidade das proteinas
virais interagirem com proteinas e material genético
das células hospedeiras, frequentemente levando a
uma interrupgdo do ciclo e a viabilidade da célula
hospedeira. Como os genes do BV, que possuem essas
fungdes nas células de insetos, ndo sdo expressos nas
células de mamiferos, é pouco provavel que a infec¢do
por BV afete as células alvo. Isso é um critério crucial
para os protocolos empregados nas terapias que
envolvem a correcdo de um defeito genético, ao invés
de ocasionar a morte celular das células-alvos, como os
empregados nas terapias de tratamento de canceres
(STANBRIDGE; DUSSUPT; MAITLAND, 2003).
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Tratamento de tumores

Um dos tumores mais comuns em seres
humanos é o glioma que tem a tendéncia a invadir o
cérebro de uma forma extremamente agressiva
(HOLLAND, 2000). Os gliomas sao originarios
predominantemente dos astrocitos e sdo classificados
de 1 a 4, de acordo com o grau de agressividade. O
glioblastoma multiforme (nivel 4), representa quase
metade de todos os gliomas e é o tipo de tumor
cerebral primario mais frequente em adultos e
considerado quase incuravel. Embora existam cirurgias
interventivas (quimio- e radioterapia), os pacientes
que possuem esse tipo de tumor geralmente morrem
dentro de um periodo muito curto de tempo A terapia
génica pode ser uma forma promissora para o
tratamento do cancer (KOST; CONDREAY; JARVIS,
2005).

WANG et al. (2006) desenvolveram um vetor de
baculovirus recombinante que possui a sequéncia
reguladora da transcri¢do da proteina glial fibrilar acida
(GFAP). Esse procedimento foi feito com o intuito de
direcionar a expressdo de um gene de toxina da difteria
em células de glioma de rato no sentindo de minimizar
ainda mais os possiveis danos causados nos neurdnios,
mesmo sendo observado que os baculovirus pare¢cam
ser mais propensos a infectar as células da glia do que
0s neurdnios no cérebro (LI et al., 2004).

Esse baculovirus recombinante melhorou
significativamente a transducdo nas células de glioma,
obtendo até 96% de eficiéncia em ratos. Quando
usado para produzir a cadeia A da toxina da difteria
intracelularmente em modelo de xenoenxerto de
glioma de rato, o baculovirus foi capaz de suprimir de
forma eficiente o desenvolvimento tumoral. Este vetor
de baculovirus contorna alguns dos problemas
inerentes associados aos vetores virais de mamiferos e
fornece uma opc¢do adicional para terapia génica do
cancer (WANG et al., 2006). Estudos usando o
baculoviruis como vetor de terapia contra o cancer
pode ser amplamente explorado para outros tipos de
cancer, como, por exemplo, o cancer de prostata.

Assim, o virus parece ser um veiculo adequado
para aplicagdes que requerem expressdo génica a curto
prazo. Outras vantagens dos vetores de baculovirus
incluem a facilidade de obtencdo de um vetor viral
recombinante e purificacdo de grandes quantidades do
virus com altos titulos, processos que poderiam ser
extrapolados para niveis farmacéuticos. No entanto,
embora se tenha uma boa compreenséo de todas essas
caracteristicas atraentes do baculovirus, o uso de
terapia génica com esse virus ainda esta em sua fase
inicial, nenhuma aplicacdo praticamente Util na terapia
de cancer ainda foi produzida em humanos (KWANG;
ZENG; WANG, 2016).
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Regeneragdo de gdnglios nervosos

J& é bem conhecido que os neurdnios do ganglio
espinhal sofrem degeneracdo em varios tipos de
neuropatias do sistema nervoso periférico, como, por
exemplo, apds a transec¢do de um nervo periférico,
onde até 40% dos neur6nios DRG (ganglios da raiz
dorsal) morrem de forma progressiva enquanto os
neurbnios que permanecem Vivos mostram uma
grande variedade de alteragdes patoldgicas no
pericario, desde a cromatdlise até a regulagdo positiva
de citocinas, neuropeptideos e fatores de transcri¢cdo
(GROVES et al., 2003).

Uma maneira de prevenir esses danos nessas
terapias é fazer o uso do fator de crescimento nervoso
(NGF), um polipetideo neurotréfico (THORNE; FREY,
2001). No entanto, esses fatores polipeptidios
utilizados em terapias sdo suscetiveis a protedlise e,
portanto, neste tipo de terapia seriam necessarias
constantes administrag¢des, e a longo prazo. A entrega
de genes de interesse terapéutico ao DRG seria outra
forma de evitar mais mortes neuronais e degeneragao
nervosa em neuropatias periféricas (GLORIOSO;
MATA,; FINK, 2003a). Em estudos anteriores utilizando
camundongos, foi observada que a administragdo
intramuscular ou subcutanea de vetores virais levaram
a captagdo dos virus e entrega desses genes. Em
particular, nestes estudos, foram usados os virus
herpes simplex (HSV) e o poliovirus (agente causador
da poliomielite), que sdo captados pelas terminagdes
nervosas e depois transportados através do axoplasma
para o corpo celular dos neurdnios no DRG (JACKSON;
MESSINGER; PALMER, 2003; GLORIOSO; MATA;
FINK, 2003b).

WANG et al. (2005) analisaram os efeitos por
injecao intratecal lombar em ratos de vetores virais tais
como adenovirus e baculovirus e observaram que esse
método também mostrou-se bastante eficaz de
administracdo para transferéncia in vivo de genes para
0 DRG. Essa é uma abordagem simples e relativamente
ndo invasiva que pode ser aplicavel a entrega repetida
de genes no sistema nervoso periférico. Esse método
pode estimular o crescimento de nervos que foram
lesionados, e também possui um grande potencial para
outras aplicagdes clinicas no sistema nervoso
periférico, tais como tratamento de neuropatia
diabética, protecdo contra a degeneracdo de
neuronios no DRG ocasionados por mutagdes
genéticas e alivio de dores ocasionadas por
neuropatias, lesdo neural, inflamacdo ou invasdo
tumoral. Portanto, esses autores observaram que o
baculovirus também poderia migrar por transporte
axonal para os corpos celulares neuronais depois de ser
internalizado nos  terminais nervosos. Essas
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descobertas corroboram com a hipétese de que os
baculovirus sdo capazes de infectar neurdnios adultos
no DRG.

Tratamento contra lesdo por isquemia e reperfusdo
(IRI)

A isquemia caracteriza-se pela falta de
suprimento sanguineo a um érgao, o que resulta em
dano ou disfuncdo dos tecidos pela falta de oxigénio,
glicose e outros nutrientes transportados pela corrente
sanguinea. Isso faz com que o tecido se torne hipdxico
ou, sem nenhum oxigénio situacdo de andxia, e pode
resultar em acUmulo de residuos metabolicos.
Contudo, a restauracdo do fluxo sanguineo apds um
periodo de isquemia pode ser ainda mais prejudicial do
que a isquemia inicial e é a causa principal da lesdo
por isquemia e reperfusdo (IRl) (DEVARAJAN, 2006).
IRl pode reduzir de forma bastante significativa as
chances de recuperacdo em todos os tipos de
transplante de 6rgaos solidos e é um problema clinico
muito comum com incidéncia crescente e com sérias
consequéncias (DEVARAJAN, 2006).

No entanto, as células possuem um grande
numero de genes com atividade protetora cuja
expressao é aumentada em situagdes em que a célula
é ameagada por estimulos prejudiciais e as protege
inibindo a apoptose e respostas inflamatdrias, como,
por exemplo, a superoxido dismutase (SOD) e genes
membros da familia de células B2 de linfoma (BcL2).
Por exemplo, a enzima antioxidante SOD degrada os
radicais superoxidos que sdo toxicos e, portanto,
protege as células contra niveis elevados de espécies
reativas de oxigénio (VALDIVIA et al., 2009) e as
proteinas bcl-2 que desempenham um papel central no
bloqueio da apoptose (LOPEZ-NEBLINA; TOLEDO;
TOLEDO-PEREYRA, 2005). O virus ACMNPV é capaz
de transduzir uma grande diversidade de células de
mamiferos. Isso sugere que o virus pode ser Util,
também, para a entrega de genes protetores para
melhorar os efeitos da IRl em drgdos sdélidos durante
procedimentos de transplantes (HITCHMAN, 2011).

Uso com vacina

A vacinacdo é uma maneira eficiente de
prevenir a ocorréncia de muitas doencas infecciosas
em humanos. Em decorréncia do avango na area de
doencas infecciosas e do melhoramento e
desenvolvimento de vacinas mais eficazes, tornou
possivel o melhor controle da propagacdo dessas
doencas. No entanto, observa-se um possivel perigo
iminente de patdgenos reemergentes, o que insere um
problema sério e ameaca a saude publica. Entre os
tipos de vacinas disponiveis no mercado, as vacinas
inativadas sao geralmente consideradas mais seguras
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e com estabilidade consideravel. Devido a sua
natureza inativa, essas vacinas sao administradas em
pessoas com sistema imunoldgico enfraquecido sem
ter uma complicacdo mais grave decorrente de uma
infecgdo oportunista. No entanto, as respostas imunes
induzidas por esse tipo de vacina sdo principalmente
de cardter humoral, sendo necessaria imunizacoes
repetidas para otimizar a imunidade a doenca alvo
(BAXTER, 2007).

Outra estratégia é o uso de vacinas vivas
atenuadas, que sdo mais eficazes na inducdo da
resposta imune. Os principais riscos dessas vacinas sdo
uma possivel reversdo e recombinagdo com cepas
circulantes de patégenos, como também ocorrer uma
incompatibilidade da vacina com individuos
imunocomprometidos, idosos, doentes cronicos e
gestantes (AMANNA; SLIFKA, 2009). As vacinas de
subunidades recombinantes, por outro lado,
geralmente podem ser usadas independentemente do
estado de saude, mas possuem outras desvantagens,
tais como a necessidade do uso de adjuvantes para
melhorar a imunogenicidade além da dificuldade de
purificacdo devido a natureza hidrofébica dos
antigenos. Sendo esse Ultimo fator o que reduz o
custo-beneficio da produgdo da vacina (KUMBHANI et
al., 2007).

Os vetores de vacinas virais surgiram da década
de 1980 e apresentam um perfil de seguranca mais
favoravel em relacdo as vacinas derivadas de agentes
infecciosos vivos atenuados e também possuem uma
melhor capacidade de imunogenicidade em relagdo as
vacinas inativadas. Os vetores de vacinas virais tém a
capacidade de apresentar os antigenos desejados em
sua conformacgdo nativa, levando a uma resposta
imunogénica mais forte com  consequente
manutencdo de niveis mais altos de expressdo de
genes em comparagdo com as vacinas de DNA
(DRAPER et al., 2008).

Embora os tipos de vacinas mencionados
anteriormente apresentem uma série de vantagens,
existem algumas considerag¢des para o uso dessas
vacinas em humanos tais como, uma imunidade pré-
existente do vetor que pode ter um sério impacto na
eficdcia da vacina e também transgenes com
tamanhos muito grandes podem ocasionar uma
instabilidade genética comprometendo assim o
rendimento. Na tentativa de contornar os problemas
de imunidade do vetor preexistente, foram
desenvolvidos vetores a partir de virus recombinantes
de origem ndo humana. Dessa forma, é possivel evitar
a neutralizacdo do vetor viral por anticorpos
preexistentes. Nos Ultimos anos, tem-se observado um
numero crescente de estudos do baculovirus como
veiculo de producdo e entrega de vacinas. Esses
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estudos apontam que uso de baculovirus aparentam
ser bastante promissores (PREMANAND; WEE;
PRABAKARAN, 2018).

Dentre os varios baculovirus, o AcMNPV ¢ o
mais amplamente estudado. AOKI et al. (1999)
demonstraram que um baculovirus recombinante que
expressa a glicoproteina gB do virus da pseudo-raiva
induz anticorpos contra essa proteina em
camundongos. ABE et al. (2003) mais tarde, provaram
que a imunizagdo de camundongos com um
baculovirus que expressa a hemaglutinina (HA) do virus
influenza via administracdo intranasal provocou
respostas imunes inatas e forneceu aos ratos um alto
nivel de prote¢do contra um virus influenza. As
respostas imunes mediadas por baculovirus também
podem ser desencadeadas pelo antigeno exibido na
superficie do envelope viral. Usando a técnicas de
exibicdo de superficie da proteina circunsporozoita de
Plasmodium berghei (PbCSP), um parasita causador da
malaria  em determinados roedores e uma
sebsequente  imunizacdo dos roedores pelo
baculovirus modifcado induziram altos niveis de
anticorpos e células secretoras de IFN-y contra a
PbCSP e protegeram cerca de 60% dos camundongos
(YOSHIDA et al., 2003). Em um trabalho recente
desenvolvido por IYORI et al. (2017), foi desenvolvido
um baculovirus otimizado para a producdo de vacina
contra esporozoide causador de malaria em
camundongos também com resultados bastante
promissores. Portanto, tem-se verificado um aumento
cada vez mais significativo de desenvolvimento de
vacinas usando o baculovirus como veiculo de
expressao de antigenos, o que leva a crer que ele pode
ser considerado como uma excelente plataforma de
expressdo heterdloga direcionadas para vacinagdo
(PREMANAND; WEE; PRABAKARAN, 2018).

Limita¢6es do uso de Baculovirus como sistema de
expressao heteroélogo

Uma grande limitagdo do uso de BEVS para
expressdo heterdloga é que a infeccdo de células de
insetos por baculovirus resulta em morte e lise celular,
o que limita a expressao de proteinas baculovirais em
uma janela de tempo entre o inicio da expressao génica
viral tardia e o tempo da morte da célula, o que
compromete muito o rendimento da producao de
proteinas de interesse biotecnoldgico (BLISSARD;
ROHRMANN, 1990).

Assim, a expressdo proteica € tipicamente
restrita a trés dias apos a infeccdo das células de
insetos. Além disso, a via de secrecdo de proteinas das
células dos insetos fica comprometida durante as fases
posteriores a infec¢do com o baculovirus, o que limita
o grau de secrecdo de proteinas recombinantes. O
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comprometimento da via secretoria é causado, pelo
menos até certos niveis, pelo acdmulo de grandes
quantidades das enzimas quitinase e catepsina (uma
protease) que sdo codificadas pelo virus na via
secretoria (THOMAS et al., 1998). Apos a lise, a
catepsina viral é liberada no sobrenadante da cultura e
pode degradar as proteinas recombinantes apds ser
ativada pelo tratamento com reagentes caotropicos
como SDS ou pH baixo. Para minimizar os impactos
negativos da quitinase e catepsina do baculovirus no
rendimento e integridade das proteinas das vias
secretoras, alguns vetores de baculovirus sem
quitinase e catepsina tém sido desenvolvidos e
otimizados nos Ultimos anos (KABA et al., 2004).

Ultimamente, varias vacinas recombinantes
tém sido produzidas no BEVS (ZHANG;
MURHAMMER; LINHARDT, 2002), mas esta
plataforma ndo é usada para produzir glicoproteina
terapéutica, pois a maioria delas exige complexos
padroes de glicosilagdo tipicos de humanos que as
linhagens celulares de insetos usadas no BEVS sdo
incapazes de fornecer (STEELE et al., 2017). Outro
problema é que alguns sistemas de células de insetos
produzem N-glicanos com epitopos imunogénicos.
Nos Ultimos 20 anos, esses problemas foram
enfrentados no intuito de obter plataformas de
glicoenengenharia capazes de produzir N-glicanos nao
imunogénicos (GEILER; MABASHI-ASAZUMA;
JARVIS, 2015).

Os baculovirus também possuem desvantagens
como vetores de terapia genética, ja que possui uma
expressdo transitoria nas células de mamiferos. In vivo,
a expressao do transgene é totalmente nula apds 14
dias do inicio da transfec¢do. A duragdo da expressao
de transgene in vitro usando baculovirus é
significativamente menor que a expressdo mediada
por vetores retrovirais, lentivirais e AAV (AIRENNE et
al., 2000; LEHTOLAINEN et al., 2002).

Os vetores baculovirais diferem principalmente
dos outros vetores virais no tempo em que os genes
transportados podem persistir no nucleo hospedeiro.
No caso de vetores retrovirais, lentivirais e adenovirais,
o DNA viral pode permanecer no nucleo, tanto de
forma integrada como epissomal, por um periodo mais
longo. De fato, trabalhos anteriores ja demonstraram
que o DNA baculoviral persiste nos nucleos das células
de mamiferos transduzidas no maximo por 48 h,
portanto, sendo considerado um periodo muito curto
para uma expressao otimizada (TJIA et al., 1983).

Outra desvantagem do uso de baculovirus
como vetor de terapia genética é a inativacdo pelo
sistema complemento. O contato entre baculovirus e
o sistema complemento sérico resulta na rapida
inativagdo de virions em brotamento. Existem varias
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modificagdes necessarias para reduzir o efeito
negativo do complemento na transdu¢do mediada por
baculovirus. No entanto, o sistema de complemento
ndo é um problema apenas para o baculovirus. E
também uma barreira potente a administragdo in vivo
de outros sistemas de entrega de genes, como
lipossomas, retrovirus murinos e varios complexos de
DNA sintético (HU, 2008).

CONSIDERAGOES FINAIS

O sistema de expressao de baculovirus (BV) em
células provou ser uma ferramenta extremamente
valiosa para produgdo de proteinas recombinantes.
Melhorias  continuas no desenho vetorial e
simplificagdo das técnicas de isolamento de virus
recombinantes, combinada com a relativa facilidade
de culturas de pequena e grande escala de células,
resultaram em amplo uso desse sistema. Muitos
laboratdrios estdo comecando a automatizar a
producdo de um grande numero de virus e esquemas
de producdo de proteinas usando métodos avangados
de clonagem, manuseio robdtico de liquidos e
instrumentos de purificagdo de proteinas.

Embora existam varias limitagdes e problemas
técnicos com o uso dos baculovirus, a biotecnologia
tem avancado muito em todas as areas de estudo e
com diferentes abordagens, e cada vez mais se
observa o uso do baculovirus em aplicacdes além da
producdo de proteinas em células de insetos e larvas.
Nessas abordagens incluem o desenvolvimento de
estratégias para exibi¢cdo de peptideos e proteinas
heterolégas na superficie do baculovirus como
também a insercdo de cassetes de expressdo em
baculovirus para producdo e liberacdo de diferentes
proteinas de uma maneira altamente eficiente em uma
grande variedade de células de mamiferos. Essa
abordagem relativamente nova oferece varias
vantagens, incluindo: a incapacidade do virus de se
replicar nas células de mamiferos; auséncia de
citotoxicidade, simplicidade técnica e seguranca em
comparagdo com vetores virais derivados de células de
mamiferos. Embora o uso de baculovirus ainda nao
tenha atingido o estagio clinico, os ensaios pré-clinicos
em animais e ex vivo usando células humanas
demonstraram a viabilidade consideravel da
transferéncia de genes mediada por esses virus em
varias aplicagcdes de terapias génicas, dentre elas:
vacinagao, regeneragao de tecidos e terapia contra o
cancer.

Em conclusdo, com as vantagens obvias dos
baculovirus para varios tipos de terapias, tém sido
crescentes os esforcos integrados para estabelecer
métodos e normas de controle de qualidade para
produtos derivados desses virus e a realizagdo da
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terapia génica em clinicas nos proximos anos, sendo
entdo uma expectativa plausivel.
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