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Breve contextualizacdo do projeto e relevancia do tema BACULOVIRUS Fe ]

» A expressdo de proteinas heterélogas em células de inseto e em plantas
apresenta vantagens comparativamente aos sistemas usuais, baseados em
microrganismos ou células de mamiferos em cultura.

» A possibilidade de modificacdes pods-traducionais e a baixo risco de
contaminacao por patdégenos capazes de infectar o homem e outros animais sao
as principais vantagens deste sistema de expressao.

» Células de insetos, plantas ou células vegetais sdo consideradas hoje como uma
poderosa ferramenta de expressao de proteinas.

» Antigenos de patégenos humanos para uso diagndstico, vacinas, anticorpos e
demais proteinas terapéuticas foram produzidas utilizando essas células ou
plantas, sendo que muitas ja foram comercializadas.

» Tanto células de inseto como plantas ou células de plantas possuem um risco
biolégico baixo para producdo destes produtos biotecnolégicos.

» Além disso, o sequenciamento de novos virus de insetos e plantas poder
impulsionar o desenvolvimento de novos vetores de expressao e agentes de
controle de pragas.
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A plant-based COVID-19 vaccine from a
GlaxoSmithKline alliance with Medicago shows
strong antibody response SSoarix

Rupert Steiner - 2 hrs ago O Y O =

Pharmaceutical giant GlaxoSmithKline and Canadian vaccine maker Medicago have
reported promising results from a Phase 2 clinical trial of their COVID-19 vaccine

: ..
candidate. THE UNITED RACE vg:. 3 .
Making Cowd-ﬁ
|

- E
proteins with J
e #
Researchers inserted a modified gene into a virus, called a baculovirus, I n s e Ct c e I I s .

and allowed it to infect insect cells.

In the search for a vaccine against the new corcnav’scienﬁsts
around the world are adopting different strategies. Wageningen has
an approach of its own. ‘We are producing the protein fragments
that sit on the outside of the virus, the spikes,’ says virologist Gorbs
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Novavax vaccine
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Current influenza vaccine productions

Vaccine strains
surveillance
and selection

classical egg-based
virus reassortment
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Chen, JR,, Liu, YM,, Tseng, YC. et al. Better
influenza vaccines: an industry perspective. J

Biomed Sci 27, 33 (2020).
https://doi.org/10.1186/s12929-020-0626-6



BACULOVIRUSLab | | | semsune

Cartuchd/JT . ,
= Wi BIOTECH

- vt o« A
-

i il

i
L}
LB UL R IH{B11H ]

§ g List of baculoviruses and genome features from viruses recently characterized in Brazil.
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= -./{ # | Alphabaculoviruses | Insect host Genome size (kb) | #ORFs | References

< 1 AgMNPV Anticarsia gemmatalis (Hiibner) 130,134 152 Oliveira et al 2006
2 | SIMNPV Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) | 132,565 141 Wollff et al 2008
2 | BmNPV Bombyx mori (Linnacus) 126,861 143 Ardisson-Araujo ef al 2014a
3 | ChinNPV Chrysodeixis includens (Walker) 138,478 150 Craveiro et al 2015
4 | CoveNPV Condylorrhiza vestigialis (Guenée) | 125,770 138 Castro ef al 2017
5 | DjuMNPV Dione juno juno (Cramer) 122,049 153 Ribeiro ef al 2019
6 | HearSNPV Helicoverpa armigera (Hiibner) 129,694 146 Ardisson-Aratjo et al 2015
7 | LoobMNPV Lonomia obliqua (Walker) 120,022 136 Aragdo-Silva et al 2016
8§ | PeluSNPV Perigonia lusca (Fabricius) 132,831 145 Ardisson-Araujo et al 2016b
9 | RanuNPV Rachipluisa nu (Guenée) 128,582 130 Trentin ef al 2019
11 | UrprNPV Urbanus proteus (Linnaeus) 105,555 119 Santos et al 2018
12 | SperNPV Spodoptera eridania (Cramer) 137.373 151 Rodrigues et al 2020
13 | BisuNPV Biston suppressaria(Guenée) 121.377 131 Oliveira et al. 2021

Granuloviruses

1 DisaGV Diatraea saccharalis (Fabricius) 98,407 121 Ardisson-Aratjo et al 2016a
2 | ErelGV Erinnyis ello ello (Linnacus) 102,759 130 Ardisson-Araujo et al 2014b
3 | MolaGV Mocis latipes (Guenée) 134,272 145 Ardisson-Aratjo et al 2018

CUIDADO
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Objetivos propostos x realizados « I

EXPRESSAO DE PROTEINAS DE INTERESSE (INSUMOS BIOTECNOLOGICOS) EM
CELULAS DE INSETOS E PLANTAS USANDO VETORES VIRAIS DERIVADOS DE
INSETOS E PLANTAS

» Das 20 metas propostas no projeto, a grande maioria foi parcialmente concluida.

* Diferentes proteinas de bactérias, virus humanos, de insetos e plantas foram
expressas em células de insetos e plantas.

* Protéinas dos virus DENV, ZIKV, CHIKV foram usadas no teste ELISA na FIOCRUZ e
se mostraram promissores como insumos para diagndstico. Outras proteinas dos
virus YFV, MAYV, Hepatite B, Hepatite Delta e SARS-CoV-2 foram expressas e
estdo sendo testadas como insumos para diagnodstico.

e Ja foram publicados de 25 artigos relacionados ao projeto e um capitulo de livro.

* Duas dissertacoes e trés teses foram defendidas e 9 projetos de iniciacao
cientifica foram concluidos. Uma dissertacao esta em andamento e tem previsao
de defesa para julho de 2021.

* Dezesseis genomas de novos de virus de insetos com potencial para uso como
agentes de controle bioldgico ou como vetor de expressao foram sequenciados e
analisados.

Conselho Nacional de Desenvo, Ivimento FO
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Materiais e Métodos

e Técnicas de clonagem e amplificacdo de acidos nucleicos foram usadas para
amplificacao de diferentes genes dos virus da Dengue, Zika, Chikungunya,
Mayaro, Febre Amarela, Hepatite e outros genes (SARS-CoV-2);

* Esses genes foram clonados em vetores de expressao baseados em virus de
inseto (Baculovirus) e/ou plantas (Pepper ring spot virus) construidos pelo
grupo;

» Diferentes protéinas foram expressas em cultura de células de inseto e/ou
plantas e purificadas usando os vetores construidos;

e Algumas protéinas foram testadas como insumos para diagnadstico;

e Varios genomas de virus de plantas e insetos com potencial para uso como
vetores de expressao (virus de plantas e insetos) e agentes de controle biolégico
(virus de inseto) foram sequenciados usando metodologia de “Next Generation
Sequencing”
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Atividades planejadas x realizadas I

I > S une

Metas

1) Construir vetores para expressao de proteinas heterdlogas de interesse para pesquisa cientifica e de interesse na satde publica e agricultura;
2) Expressdo de proteinas derivadas de Bacillus thuringeinsis, virus humanos, animais e vegetais em células de inseto fusionadas ou ndo com a proteina do corpo de
oclusdo dos baculovirus;

3) Testar as propriedades imunoldgicas das proteinas heterélogas;

4) Testar o potencial das proteinas heter6logas como insumos para diagnostico de doengas humanas, de animais e plantas;

5) Publicacdo de pelo menos 10 artigos cientificos em revistas internacionais indexadas

6) Orientacdo de 3 alunos de doutorado, 3 de mestrado e 3 de iniciagdo cientifica;

7) Sequenciar o genoma de pelo menos quatro virus de insetos.

8) Caracterizacdo e analise do genoma de Plutella xylostella GV (PIxyGV).

9) Andlise comparativa da organizacdo genémica de virus de diferentes clados da familia Baculoviridae:

diversidade gendmica de ChinSNPV, CoveMNPV e PIxyGV, conexao genética e analises de genes especificos.

10) Construir vetores de TMV contendo genes de anigenos multiepitopos de virus Dengue (DENV), Chikungunya (CHIKV) e Zika (ZIKV) e expressar estas proteinas.
Avaliar antigenicidade das proteinas com soros de paciente.

11) Desenvolvimento de vetor viral baseado em PMMoV, utilizando o clone infeccioso, com a substitui¢do do

gene do capsideo pelo gene da GFP.

12) Modificar e corrigir a sequencia gendémica do vetor de PMMoV, ap6s o sequenciamento, para melhorar a

eficiéncia da expressdo de proteinas

13) Expressar antigenos virais humanos utilizando vetor de PMMoV

14) Desenvolvimento de vetor viral baseado em ToBMV, utilizando o clone infeccioso, com a substitui¢cdo do

gene do capsideo pelo gene da GFP.

15) Modificar e corrigir a sequencia genémica do vetor de ToBMV, apés o sequenciamento, para melhorar a

eficiéncia da expressdo de proteinas

16) Expressar antigenos virais humanos utilizando vetor de ToBMV

17) Avaliar os antigenos expressados em plantas por ELISA com a colegdo de soros da FIOCRUZ.

18) Construir vetores baseados no PV X contendo a GFP e fus6es

19) Testar e validar o uso de proteinas de fusdo envolvidas nas vias secretorias visando a purificagdo de

proteinas heterélogas produzidas em plantas

20) Desenvolver metodologia para detec¢do de proteinas heterlogas em extratos de plantas por espectrometria

de massas

Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico

Fundagao de Apoio &
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Atividades planejadas x realizadas BABULUWRUSlﬂh |

Meta 1 Concluido

Parcialmente concluido (75%)
Parcialmente concluido (75%)
Parcialmente concluido (75%)
Parcialmente concluido (75%)
Parcialmente concluido (75%)

A partir de ensaios preliminares, foi concluido que esta meta é inviavel

[Metas |

|Metal

[Meta2 |

|Meta3 |

|Metad |

| Meta5

|Meta6 |

Concluido

Concluido

IEEERN concluido

Parcialmente concluido (75%)

Parcialmente concluido (75%)

Parcialmente concluido (75%)

Parcialmente concluido (75%)

A partir de ensaios preliminares, foi concluido que esta meta é invidvel

Parcialmente concluido (75%)

Parcialmente concluido (75%)

Parcialmente concluido (75%)

N3o concluido pois outros vetores mais promissores como vetor de
PepRSV e PMMoV foram usados.

Parcialmente concluido (75%)

RCNPq @,pdf
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Recurso aprovado x gasto

Capital
Custeio

Bolsa

Data da situacao

EXECUCAO FINANCEIRA

Recursos

Liberados
35.000,00

426.350,00
283.800,00
745.150,00
31/07/2017

Recursos

Gastos
15.684,24

329.132,63
250.100,00
594.916,87
20/05/2021

g uns

BACULOVIRUSLah

Saldo

19.315,76

97.217,37

33.700,00
150.233,13
20/05/2021

Pesquisa do Distrito Federal
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Resultados parciais alcancados <

Foram geradas 25 publicagcdes em periodicos de circulacdo internacional e 1 capitulo de
livro listados abaixo.
Capitulo de livro: 1. CASTRO et al. Controle de artrépodes-praga com virus
entomopatogénicos. In: Eliana Maria Gouveia Fontes; Maria Cleria Valadares-Inglis.
(Org.). Controle Bioldgico de Pragas da Agricultura. led.Brasilia: Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, 2020, v. 1, p. 237-273.
Publicacdes em periddicos de circulacao internaconal:
1.SILVA et al. ARCHIVES OF VIROLOGY, v. 165, p. 2293-2297, 2020.
2. SILVA et al. BRAZILIAN JOURNAL OF MICROBIOLOGY (ONLINE), v. 51, p. 827-835, 2020.
3. CRAVEIRO et al.Microbiology Resource Announcements, v. 9, p. e01501-19, 2020.
4.MORGADO et al. JOURNAL OF PEST SCIENCE, v. 93, p. 1019-1029, 2020.
5. SOSA-GOMEZ et al. NEOTROPICAL ENTOMOLOGY, v. 49, p. 315-331, 2020.
6. SILVA et al. JOURNAL OF GENERAL VIROLOGY, v. 101, p. 667-675, 2020.
7. RODRIGUES et al. GENOMICS, v. 112, p. 3903-3914, 2020.
8. LOPES-LUZ et al. MOLECULAR BIOLOGY REPORTS, v. 47, p. 7333-7340, 2020.
9. INGLIS et al. ARCHIVES OF VIROLOGY, v. 166, p. 125-138, 2020.
10. Tavares-Esashika et al. Archives of Virology, v.165, p. 367-375, 2020
11. MASQUES et al. ARCHIVES OF VIROLOGY, v. 164, p. 1753-1760, 2019.
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Resultados parciais alcancados

e 12.SILVA et al. ARCHIVES OF VIROLOGY, p. 1677-1682,2019.

e 13.SILVA et al. Peer), v. 7, p. €6285, 2019.

 14. FERREIRA et al. JOURNAL OF INVERTEBRATE PATHOLOGY, p. 23-31, 2019.
* 15. NAITO et al. ARCHIVES OF VIROLOGY, v. 164, p. 1907-1910, 20109.
* 16.TRENTIN et al. VIROLOGY, v. 534, p. 64-71, 2019

e 17.VASQUES et al. MOLECULAR BIOLOGY REPORTS, v. 45, p. 1, 2018.
e 18. RIBEIRO et al. Viruses-Basel, v. 11, p. 602, 2019.

* 19.ARDISSON-ARAUJO et al. Viruses-Basel, v. 10, p. 134, 201.

e 20.SANTOS et al. VIRUS RESEARCH, v. 249, p. 76-84, 2018.

e 21. CHAVES et al. JOURNAL OF GENERAL VIROLOGY, p. 265-274, 2018
e 22.FISCHER et al. Emerg Infect Dis. 2018; v.24(5):888-892.

e 23. ABRAHAO et al. Nature Communications, v. 9, p. 749, 2018

e 24, VASCONCELLOS et al. ARCHIVES OF VIROLOGY, v. 146, p. 1, 2019.
e 25.MORGADQO et al. Viruses-Basel, v. 9, p. 132, 201

Conselhe Nacional de Desenvolvimento fO
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Resultados parciais alcancados (Formacao de recursos humanos) “~ I
Mestrado
1. Leonardo Lopes da Luz 2017 - 2019 Mestrado em Biologia Microbiana (Conceito 4 na CAPES).

Universidade de Brasilia, UnB, Brasil. Titulo: EXPRESSAO DE ANTIGENO DE MULTIEPITOPO DE
DENGUE E ZIKA VIRUS UTILIZANDO PLANTA E BACULOVIRUS,Ano de Obtencdo: 2019. Orientador:
Tatsuya Nagata. Coorientador: Bergmann Ribeiro. Bolsista do(a): Coordenacao de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior, CAPES, Brasil.

Bruno Milhomem Pilati Rodrigues (2018-2020). Producao de Virus Like Particles do virus da febre
amarela e do virus Mayaro em células de inseto. 2020. Dissertacao (Mestrado em Patologia
Molecular, conceito 6 na CAPES) - Universidade de Brasilia, Coordenacao de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior. Orientador: Bergmann Morais Ribeiro.

Doutorado

1.

Raquel Medeiros Vasques Bonnet 2014 - 2018 Doutorado em BIOTECNOLOGIA E BIODIVERSIDADE
- REDE PRO-CENTRO-OESTE (Conceito 4 na CAPES). Universidade de Brasilia, UnB, Brasil. Titulo:
Desenvolvimento de vetores virais para producao de proteinas recombinantes, Ano de obtencao:
2018. Orientador: Tatsuya Nagata. Bolsista do(a): Coordenacado de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior, CAPES, Brasil.

Mayarha Patricia Dequigiovanni Baggio (2015-2020). O uso de baculovirus como ferramenta para
producao de antigenos vacinais e kits diagndsticos de doencas humanas: raiva, febre amarela,
dengue e zika. 2019. Tese (Doutorado em Patologia Molecular, conceito 6 na CAPES) - Universidade
de Brasilia, Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior. Orientador: Bergmann

Morais Ribeiro.
N@Nﬂqes. Estudo do mecanismo molecular envolvido na morte celular de
planta para-Pepper mild mottle virus e Pepper ringspot virus. 2020. Tese (Pds-grad: pr

Biologia Molecular, conceito 6 na CAPES) - Universidade de Brasilia Pesqos 6o Do Fodrl
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FACULDADE DE MEDICINA

POS-GRADUAGCAO EM PATOLOGIA MOLECULAR

Producio de Virus Like Particles do virus da febre amarela e

do virus Mayaro em células de inseto

Bruno Milhomem Pilati Rodrigues

Brasilia

2019
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UNIVERSIDADE DE BRASILIA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA MICROBIANA

LEONARDO LOPES DA LUZ

EXPRESSAO DE ANTIGENOS DE MULTIEPITOPO DE DENGUE E ZIKA VIRUS
EM PLANTA E BACULOVIRUS

BRASILIA - DF
2019
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“ Rede Centro-Oeste de P6s-Graduagéo,
Pesquisa e Inovagdo

Desenvolvimento de vetores virais para producio de

proteinas recombinantes

Raquel Medeiros Vasques Bonnet

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de
Pés-Graduaciio em Biotecnologia e Biodiversidade
da Universidade de Brasilia, para obtencio do titulo

de Doutor em Biotecnologia e Biodiversidade.
Orientador: Dr. Tatsuya Nagata

Brasilia, 2018
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UNIVERSIDADE DE BRASILIA
" FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE
POS-GRADUACAO EM PATOLOGIA MOLECULAR

O uso de baculovirus como ferramenta para producio de
antigenos vacinais e kits diagnosticos de doencas humanas:
raiva, febre amarela, dengue e zika

Capitulo I:

Expressdo de um peptideo imunogénico da glicoproteina do virus da
raiva na superficie da particula viral de um baculovirus e seu potencial
para uso como uma vacina de subunidade
Capitulo 11:

Expressdo da proteina de envelope do virus da febre amarela
fusionada a poliedrina de um baculovirus e sua andlise como
candidata a vacina recombinante
Capitulo 111:

Expressdo de proteinas NSI recombinantes dos virus zika (ZIKV) e
dengue (DENV-1) em células de inseto e seu uso como insumos para
diagnostico

Mayarha Patricia Dequigiovanni Baggio
Orientador: Bergmann Morais Ribeiro

Brasilia
2019
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1 Easily-purified-baculovirus/insect'system-expressed-recombinant-HBV-surface-antigen-is* :
2 recognized by a-Hepatitis-B-virus-positive patient-serum| BABULUVIRUSLah l == UnB
39
4 Leonardo-A.Silval,-leocbq@gmail.comq
5 Ana-Carolina-Araujo!l,-araujo.anacarolina@gmail.comq
6 Taylice-Leonel -Batista?, taylicebatista@yahoo.com.brq
7 Bergmann-M. Ribeiro!*,-bergmann@unb.br"|
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Molecular Biology Reports
https://doi.org/10.1007/511033-020-05772-1

ORIGINAL ARTICLE
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Dengue and Zika virus multi-epitope antigen expression in insect cells

Leonardo Lopes-Luz' - Isabela Cinquini Junqueira? - Lucimeire Antonelli da Silveira' -
Bruna Ribeiro de Melo Pereira® - Leonardo Assis da Silva® - Bergmann Morais Ribeiro® - Tatsuya Nagata®®

C S £y Ar A
2 ;;"5":’;" P fﬁf

50— 50 - _—— 50 - 50 -

40- 40- 40- i 100 S S —

35-‘ 35~ 35~ 35~ -

Fig.3 Protein analysis of TnSB cells infected with vAc-polh-DENV- reactive band of 40 kDa related to the ZIKV multi-epitope antigen.
6xhis and vAc-polh-ZIKV-6xhis bacmids. a Immunoreactive band of Positive control (C+) represents a His-Tagged tymovirus coat pro-
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