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Breve contextualização do projeto e relevância do tema

➢ A expressão de proteínas heterólogas em células de inseto e em plantas
apresenta vantagens comparativamente aos sistemas usuais, baseados em
microrganismos ou células de mamíferos em cultura.

➢ A possibilidade de modificações pós-traducionais e a baixo risco de
contaminação por patógenos capazes de infectar o homem e outros animais são
as principais vantagens deste sistema de expressão.

➢ Células de insetos, plantas ou células vegetais são consideradas hoje como uma
poderosa ferramenta de expressão de proteínas.

➢ Antígenos de patógenos humanos para uso diagnóstico, vacinas, anticorpos e
demais proteínas terapêuticas foram produzidas utilizando essas células ou
plantas, sendo que muitas já foram comercializadas.

➢ Tanto células de inseto como plantas ou células de plantas possuem um risco
biológico baixo para produção destes produtos biotecnológicos.

➢ Além disso, o sequenciamento de novos vírus de insetos e plantas poder
impulsionar o desenvolvimento de novos vetores de expressão e agentes de
controle de pragas.



Novavax vaccine



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





Objetivos propostos x realizados

EXPRESSÃO DE PROTÉINAS DE INTERESSE (INSUMOS BIOTECNOLÓGICOS)  EM 
CÉLULAS DE INSETOS E PLANTAS USANDO VETORES VIRAIS DERIVADOS DE 
INSETOS E PLANTAS

• Das 20 metas propostas no projeto, a grande maioria foi parcialmente concluída. 
• Diferentes proteínas de bactérias, vírus humanos, de insetos e plantas foram 

expressas em células de insetos e plantas.
• Protéinas dos vírus DENV, ZIKV, CHIKV foram usadas no teste ELISA na FIOCRUZ e 

se mostraram promissores como insumos para diagnóstico. Outras proteínas dos 
vírus YFV, MAYV, Hepatite B, Hepatite Delta e SARS-CoV-2 foram expressas e 
estão sendo testadas como insumos para diagnóstico.

• Já foram publicados de 25 artigos relacionados ao projeto e um capítulo de livro.
• Duas dissertações e três teses foram defendidas e 9 projetos de iniciação 

científica foram concluídos. Uma dissertação está em andamento e tem previsão 
de defesa para julho de 2021.

• Dezesseis genomas de novos de vírus de insetos com potencial para uso como 
agentes de controle biológico ou como vetor de expressão foram sequenciados e 
analisados.



Materiais e Métodos

• Técnicas de clonagem e amplificação de ácidos nucleicos foram usadas para 
amplificação de diferentes genes dos vírus da Dengue, Zika, Chikungunya, 
Mayaro, Febre Amarela, Hepatite e outros genes (SARS-CoV-2);

• Esses genes foram clonados em vetores de expressão baseados em vírus de 
inseto (Baculovirus) e/ou plantas (Pepper ring spot vírus) construídos pelo 
grupo;

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

• Algumas protéinas foram testadas como insumos para diagnóstico;
• Vários genomas de vírus de plantas e insetos com potencial para uso como 

vetores de expressão (vírus de plantas e insetos) e agentes de controle biológico 
(vírus de inseto) foram sequenciados usando metodologia de “Next Generation 
Sequencing” 



Atividades planejadas x realizadas

Metas

1) Construir vetores para expressão de proteínas heterólogas de interesse para pesquisa científica e de interesse na saúde pública e agricultura;

2) Expressão de proteínas derivadas de Bacillus thuringeinsis, vírus humanos, animais e vegetais em células de inseto fusionadas ou não com a proteína do corpo de

oclusão dos baculovírus;

3) Testar as propriedades imunológicas das proteínas heterólogas;

4) Testar o potencial das proteínas heterólogas como insumos para diagnóstico de doenças humanas, de animais e plantas;

5) Publicação de pelo menos 10 artigos científicos em revistas internacionais indexadas

6) Orientação de 3 alunos de doutorado, 3 de mestrado e 3 de iniciação científica;

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

8) Caracterização e análise do genoma de Plutella xylostella GV (PlxyGV).

9) Análise comparativa da organização genômica de vírus de diferentes clados da família Baculoviridae:

diversidade genômica de ChinSNPV, CoveMNPV e PlxyGV, conexão genética e análises de genes específicos.

10) Construir vetores de TMV contendo genes de anígenos multiepítopos de vírus Dengue (DENV), Chikungunya (CHIKV) e Zika (ZIKV) e expressar estas proteínas.

Avaliar antigenicidade das proteínas com soros de paciente.

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

gene do capsídeo pelo gene da GFP.

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

eficiência da expressão de proteínas

13) Expressar antígenos virais humanos utilizando vetor de PMMoV

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

gene do capsídeo pelo gene da GFP.

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

eficiência da expressão de proteínas

16) Expressar antígenos virais humanos utilizando vetor de ToBMV

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

18) Construir vetores baseados no PVX contendo a GFP e fusões

19) Testar e validar o uso de proteínas de fusão envolvidas nas vias secretórias visando a purificação de

proteínas heterólogas produzidas em plantas

20) Desenvolver metodologia para detecção de proteínas heterólogas em extratos de plantas por espectrometria

de massas



Atividades planejadas x realizadas
Metas Estágio atual

Meta 1 Concluído

Meta 2 Parcialmente concluído (75%)

Meta 3 Parcialmente concluído (75%)

Meta 4 Parcialmente concluído (75%)

Meta 5 Parcialmente concluído (75%)

Meta 6 Parcialmente concluído (75%)

Meta 7 Concluído

Meta 8 Concluído

Meta 9 Concluído

Meta 10 Parcialmente concluído (75%)

Meta 11 Parcialmente concluído (75%)

Meta 12 Parcialmente concluído (75%)

Meta 13 Parcialmente concluído (75%)

Meta 14 A partir de ensaios preliminares, foi concluído que esta meta é inviável

Meta 15 Parcialmente concluído (75%)

Meta 16 Parcialmente concluído (75%)

Meta 17 Parcialmente concluído (75%)

Meta 18 Não concluído pois outros vetores mais promissores como vetor de

PepRSV e PMMoV foram usados.

Meta 19 Parcialmente concluído (75%)

Meta 20 A partir de ensaios preliminares, foi concluído que esta meta é inviável



Recurso aprovado x gasto 

EXECUÇÃO FINANCEIRA

Recursos 

Liberados

Recursos 

Gastos

Saldo

Capital 35.000,00 15.684,24 19.315,76

Custeio 426.350,00 329.132,63 97.217,37

Bolsa 283.800,00 250.100,00 33.700,00

Saldo 745.150,00 594.916,87 150.233,13

Data da situação 31/07/2017 20/05/2021 20/05/2021



Resultados parciais alcançados

• Foram geradas 25 publicações em periódicos de circulação internacional e 1 capítulo de 
livro listados abaixo.

• Capítulo de livro: 1. CASTRO et al. Controle de artrópodes-praga com vírus 
entomopatogênicos. In: Eliana Maria Gouveia Fontes; Maria Cleria Valadares-Inglis. 
(Org.). Controle Biológico de Pragas da Agricultura. 1ed.Brasília: Embrapa Recursos 
Genéticos e Biotecnologia, 2020, v. 1, p. 237-273. 

• Publicações em periódicos de circulação 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-GÓMEZ 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. VASQUES et al. ARCHIVES OF VIROLOGY, v. 164, p. 1753-1760, 2019. 



Resultados parciais alcançados

• 12.SILVA et al. ARCHIVES OF VIROLOGY, p. 1677-1682,2019. 
• 13. SILVA et al. PeerJ, v. 7, p. e6285, 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, 2019. 
• 16.TRENTIN et al. VIROLOGY, v. 534, p. 64-71, 2019 
• 17. VASQUES et al. MOLECULAR BIOLOGY REPORTS, v. 45, p. 1, 2018.
• 18. RIBEIRO et al. Viruses-Basel, v. 11, p. 602, 2019. 
• 19.ARDISSON-ARAUJO et al. Viruses-Basel, v. 10, p. 134, 201. 
• 20.SANTOS et al. VIRUS RESEARCH, v. 249, p. 76-84, 2018. 
• 21. CHAVES et al. JOURNAL OF GENERAL VIROLOGY, p. 265-274, 2018 
• 22. FISCHER et al. Emerg Infect Dis. 2018; v.24(5):888-892. 
• 23. ABRAHÃO et al. Nature Communications, v. 9, p. 749, 2018 
• 24. VASCONCELLOS et al. ARCHIVES OF VIROLOGY, v. 146, p. 1, 2019. 
• 25.MORGADO et al. Viruses-Basel, v. 9, p. 132, 201



Resultados parciais alcançados (Formação de recursos humanos)
Mestrado 
1. Leonardo Lopes da Luz 2017 - 2019 Mestrado em Biologia Microbiana (Conceito 4 na CAPES). 

Universidade de Brasília, UnB, Brasil. Título: EXPRESSÃO DE ANTÍGENO DE MULTIEPÍTOPO DE 
DENGUE E ZIKA VÍRUS UTILIZANDO PLANTA E BACULOVÍRUS,Ano de Obtenção: 2019. Orientador: 
Tatsuya Nagata. Coorientador: Bergmann Ribeiro. Bolsista do(a): Coordenação de Aperfeiçoamento 
de Pessoal de Nível Superior, CAPES, Brasil. 

2. Bruno Milhomem Pilati Rodrigues (2018-2020). Produção de Virus Like Particles do vírus da febre 
amarela e do vírus Mayaro em células de inseto. 2020. Dissertação (Mestrado em Patologia 
Molecular, conceito 6 na CAPES) - Universidade de Brasília, Coordenação de Aperfeiçoamento de 
Pessoal de Nível Superior. Orientador: Bergmann Morais Ribeiro.

Doutorado
1. Raquel Medeiros Vasques Bonnet 2014 - 2018 Doutorado em BIOTECNOLOGIA E BIODIVERSIDADE 

- REDE PRÓ-CENTRO-OESTE (Conceito 4 na CAPES). Universidade de Brasília, UnB, Brasil. Título: 
Desenvolvimento de vetores virais para produção de proteínas recombinantes, Ano de obtenção: 
2018. Orientador: Tatsuya Nagata. Bolsista do(a): Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de 
Nível Superior, CAPES, Brasil. 

2. Mayarha Patricia Dequigiovanni Baggio (2015-2020). O uso de baculovírus como ferramenta para 
produção de antígenos vacinais e kits diagnósticos de doenças humanas: raiva, febre amarela, 
dengue e zika. 2019. Tese (Doutorado em Patologia Molecular, conceito 6 na CAPES) - Universidade 
de Brasília, Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior. Orientador: Bergmann 
Morais Ribeiro. 

3. Moana Lima Tavares. Estudo do mecanismo molecular envolvido na morte celular programada de 
planta para Pepper mild mottle virus e Pepper ringspot virus. 2020. Tese (Pós-graduação em 
Biologia Molecular, conceito 6 na CAPES) - Universidade de Brasília











Bac-to-Bac® Baculovirus
Expression System 

Genes 
isolation

Infection & Expression
NI-NTA purification

SDS Page and Western blotting

Expression of SARS-CoV-2 structural proteins in Baculovirus Expression System 
and purification by chromatography



Expression das protéinas estruturais do SARS-CoV-2 em células de inseto e sua 
purificação por cromatografia

Protéina N
1              2            3            4           5            6             7           8

1.Marcador
2. Extrato de células
3. Flow through
4. Eluição da proteína N
5. Eluição da proteína N
6. Eluição da proteína N
7 e 8. Proteína N em PBS 
depois da diálise



Western blot (AntiS) de poliedros purificados
3 ul por poço

SDS-PAGE poliedros purificados
3 ul por poço



Produção de proteína 

recombinante utilizando planta

Tatsuya Nagata

Universidade de Brasília

Cristiano Lacorte

Embrapa



Desenvolvimento de clone infeccioso de 

Pepper ringspot virus

como base de vetor viral

Segmentos genômicos RNA1 e RNA2 foram clonados 

em plasmídeo – vetor binário que replica em

Eschericha coli e Agrobacterium tumefaciens



Vetor de expressão de

pepper ringspot virus

Met/Hel RdRp

29K

CP12K

RNA1

6828 pb

RNA2

1799 pb

Read-through

Insere Gene repórter GFP

Inserir gene de interesse

Como Green Fluorescente Protein

Patente em preparação



Planta de fumo 

expressando GFP 

com vetor PepRSV

GFP visualizadas com 

Ultravioleta

Controle negativo

Planta de fumo



Gene de GFP foi substituído com 

Spike 

protein e 

Nucleocaps

ídeo

do SARS-

CoV-2

Multiepítopo da 

proteína E e NS1 da 

Dengue e Zika virus

Nucleocapsídeo de Watermelon

crinkle leaf-asscoaited vírus

(WCLaV)














