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O ensaio imunológico de western blotting não apresentou nenhum sinal de 

reconhecimento com o anticorpo da renina nas amostras virais. Não houve hibridização nem 

com o controle positivo da renina (lisado renal). Como com essa técnica não foi obtido o 

resultado esperado, para reconhecimento da expressão da renina nas células, o método de dot 

blot foi empregado onde uma quantidade mais concentrada da amostra é submetida ao ensaio 

imunogênico, aumentando a chance de reconhecimento pelo anticorpo. Células Sf21 (Figura 

60) e High five (Figura 61) foram utilizadas neste ensaio. 

O ensaio imunológico de dot blot foi feito com a aplicação de amostras de células 

controle (intactas sem o vírus recombinante) (amostra 1), células intactas infectadas com o 

vírus recombinante vRen (amostra 2), células rompidas (por sonicador) infectadas com o 

vRen (amostra 3), sobrenadante das células infectadas com o vRen (amostra 4), sobrenadante 

das células controle (amostra 5), lisado tecidual de rim (controle positivo - amostra 6) e 

albumina (controle negativo - amostra 7), onde era esperado o reconhecimento pelo anticorpo 

para as amostras de células infectadas com o vRen (intactas e lisadas) e pelo lisado renal. Não 

era esperado o reconhecimento pelo anticorpo para as amostras de células controle, 

sobrenadantes e o controle negativo com albumina, já que estas amostras não possuem a 

inserção do gene da pré-pró-renina em seu DNA, impossibilitando a expressão da renina e seu 

reconhecimento pelo anticorpo. As células infectadas foram lisadas para facilitar o 

reconhecimento pelo anticorpo, pois poderia ser que as células intactas dificultassem esse 

reconhecimento. Os sobrenadantes foram utilizados para confirmar se a proteína está sendo 

retida nas células. A albumina foi utilizada como controle negativo por ser uma proteína que o 

anticorpo não deveria reconhecer. O resultado do ensaio imunológico de dot blot apresentou 

sinal de reconhecimento com o anticorpo da renina nas amostras de células infectadas com o 

vírus recombinante, entretanto, houve também sinal de reconhecimento nas células Sf21 não 

infectadas (mock infected – Figura 60, amostra 1). Este fato não era esperado e pode ter 

ocorrido devido ao anticorpo ser policlonal e estar reconhecendo alguma das proteínas 

celulares produzidas pelas células Sf21 de forma inespecífica. Esse efeito não ocorreu em 

células High five sem incubação com o vírus (mock infected – Figura 61, amostra 1). As 

amostras dos sobrenadantes das células não apresentaram reconhecimento pelos anticorpos, 

indicando que a renina não está sendo liberada no meio. 
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Figura 60 - Membrana de nitrocelulose onde foi feito dot blot das amostras recombinantes com vRen em células 

Sf21. Amostra 1- células; amostra 2- células infectadas com vRen intactas; amostra 3- células 

infectadas com vRen lisadas; amostra 4- sobrenadante de células infectadas com vRen; amostra 5- 

sobrenadante de células; amostra 6- lisado de tecido renal (controle positivo); amostra 7- Albumina 

(controle negativo). 
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Figura 61 - Membrana de nitrocelulose onde foi feito dot blot das amostras recombinantes com vRen em células 

High five. Amostra 1- células; amostra 2- células infectadas com vRen intactas; amostra 3- células 

infectadas com vRen lisadas; amostra 4- sobrenadante de células infectadas com vRen; amostra 5- 

sobrenadante de células; amostra 6- lisado de tecido renal (controle positivo); amostra 7- Albumina 

(controle negativo). 

 

• Análise do perfil protéico de células infectadas com vírus recombinante vRenbac: 

A análise dos peptídeos das células sadias e das células infectadas com o vírus 

recombinante vRenbac, em gel de poliacrilamida-SDS, é mostrado na Figura 62. Inúmeras 

bandas são observadas no precipitado das células sadias, infectadas com AcMNPV-L1, 

AgMNPV-2D, vRolA e vRenbac (poços 2, 3, 4, 5 e 6). É possível observar uma banda em 

torno de 30 kDa que está presente nas células infectadas com o vírus AcMNPV-L1 (poço 3) e 

AgMNPV-2D (poço 4) e deve corresponder a poliedrina. Essa banda não está presente nas 

amostras dos vírus recombinantes vRolA (poço 5) e vRenbac (poço 6), os quais são oclusos 

negativos. Há a presença de uma banda mais definida de cerca de 50 kDa nas células 
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infectadas com o vírus recombinante vRenbac (poço 6) indicando uma possível presença da 

pró-renina (tamanho esperado de 47 kDa) nas células. O perfil protéico para as células Sf21 e 

High five foram similares, por isso, apresentamos apenas amostras obtidas em Sf21. 

 
kDa   1        2      3       4      5       6      7       8        9     10     11  

 200,0  
 
 

   97,4 
 
 
 

   68,0 
 
 
 

   43,0 
 
 
   29,0 
 
 
 
 
 
 
 
   18,4 
 
 
 

   14,3 
 

 

Figura 62 - Análise do perfil de proteínas de células Sf21 sadias e infectadas com vírus 72 hp.i. Eletroforese em 

gel de poliacrilamida-SDS 15%. Poço 1- Protein High molecular weight (Life Technology); Poço 2- 

Células Sf21 (controle negativo); Poço 3- Células Sf21 infectadas com AcMNPV-L1; Poço 4- 

Células Sf21 infectadas com AgMNPV-2D; Poço 5- Células Sf21 infectadas com vírus vRolA; Poço 

6- Células Sf21 infectadas com vírus vRenbac; Poço 7- Sobrenadante de células Sf21; Poço 8- 

Sobrenadante de células Sf21 infectadas com AcMNPV-L1; Poço 9- Sobrenadante de células Sf21 

infectadas com AgMNPV-2D; Poço 10- Sobrenadante de células Sf21 infectadas com vírus vRolA; 

Poço 11- Sobrenadante de células Sf21 infectadas com vírus vRen. 

 

No ensaio de cinética da síntese de proteínas, foi possível ver mudança do perfil das 

proteínas sintetizadas pelas células para as proteínas sintetizadas pelo vírus vRenbac através 

de autoradiograma (Figura 63).  

O perfil protéico das células controle (mock infected - poço 2) e incubadas com o vírus 

vRenbac a 0 hp.i. (poço 3) foi semelhante. Essas bandas foram melhor visualizadas quando 

esse mesmo gel radioativo foi exposto a filme de raio-X por um período menor (dado não 

apresentado). Uma mudança do perfil protéico é observada a 24 hp.i. (poço 4), entretanto, 

essa mudança é mais evidente no final do ciclo de infecção, as 48 hp.i. (poço 5) e as 72 hp.i. 

30 kDa 

47 kDa 
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(poço 6). Nesses períodos duas bandas de maior intensidade, com peso molecular de cerca de 

40 kDa e 47 kDa, estavam presentes. Embora o vírus seja ocluso negativo, ele possui o 

promotor forte da poliedrina para expressão da proteína heteróloga. Pelo fato destas proteínas 

apareceram na fase muito tardia da infecção, quando o promotor da poliedrina é ativado e 

encontra-se dirigindo a expressão do gene heterólogo, elas poderiam ser o precursor da renina 

(pró-renina), de cerca de 47 kDa e a renina, de cerca de 42 kDa. No entanto, esse dado só 

pode ser confirmado após ensaio imunológico com anticorpos específicos contra a renina. 

Esses resultados foram similares aos observados em células High five infectadas com o vírus 

vRenbac. 
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Figura 63 - Cinética da síntese de proteínas em células Sf21 infectadas com vRenbac. Poço 1- Rainbow™ [
 14

C] 

methylated protein molecular weight marker (Amersham Biosciences); Poço 2- Células Sf21 

(controle negativo); Poço 3- Células Sf21 0 hp.i. com vRenbac; Poço 4- Células Sf21 24 hp.i. com 

vRenbac; Poço 5- Células Sf21 48 hp.i. com vRenbac; Poço 6- Células Sf21 72 hp.i. com vRenbac; 

Poço 7- Rainbow™ [
 14

C] methylated protein molecular weight marker (Amersham Biosciences). 

 

O resultado do ensaio imunológico do western blotting não apresentou nenhum sinal de 

reconhecimento com o anticorpo da renina nas amostras virais. Não houve também a 

hibridização com o controle positivo da renina extraída do rim (lisado renal).  

47 kDa 

40 kDa 
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Como o ensaio de western blotting não deu o resultado esperado, foi utilizado, portanto, 

o método de dot blot para reconhecimento da pré-pró-renina, devido a maior concentração das 

amostras. Células Sf21 (Figura 64) e High five (Figura 65) foram utilizadas neste ensaio. 

Da mesma forma que ocorreu com o vírus vRen, o resultado do ensaio imunológico do 

dot blot apresentou sinal de reconhecimento com o anticorpo da renina nas amostras 

esperadas, entretanto, houve também sinal de reconhecimento nas células Sf21 controle 

(hibridização inespecífica - Figura 64, amostra 1). Como esperado não houve sinal de 

hibridização com as células High five (mock infected), as amostras de sobrenadantes e com o 

controle negativo (albumina). 
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Figura 64 - Membrana de nitrocelulose onde foi realizado o dot blot das amostras recombinantes com vRenbac 

em células Sf21. Amostra 1- células; amostra 2- células infectadas com vRenbac intactas; amostra 3- 

células infectadas com vRenbac lisadas; amostra 4- sobrenadante de células infectadas com vRenbac; 

amostra 5- sobrenadante de células; amostra 6- lisado de tecido renal (controle positivo); amostra 7- 

Albumina (controle negativo). 
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Figura 65 - Membrana de nitrocelulose onde foi realizado o dot blot das amostras recombinantes com vRenbac 

em células High five. Amostra 1- células; amostra 2- células infectadas com vRenbac intactas; 

amostra 3- células infectadas com vRenbac lisadas; amostra 4- sobrenadante de células infectadas 

com vRenbac; amostra 5- sobrenadante de células; amostra 6- lisado de tecido renal (controle 

positivo); amostra 7- Albumina (controle negativo). 
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10.Alterações morfológicas após infecção in vivo 

Para a infecção de lagartas com o vírus selvagem AcMNPV-L1 (controle positivo) e 

com os vírus recombinantes vRen e vRenbac, duas espécies de insetos foram utilizadas 

(Anticarsia gemmatalis e Spodoptera frugiperda). Dois métodos de infecção foram 

empregados: injeção intrahemocélica do vírus na lagarta e infecção via oral (ingestão oral) por 

dieta inoculada com vírus. 

• Ensaios in vivo com vírus recombinante vRen: 

Foram observadas algumas alterações das lagartas infectadas com vírus vRen em 

relação às lagartas sem infecção (controle negativo) e às lagartas infectadas com AcMNPV-

L1 (controle positivo). Os dados numéricos são apresentados nos gráficos das Figuras 66 e 67. 

As lagartas S. frugiperda infectadas com vRen através de injeção na hemocele, não 

apresentaram mudanças na coloração do tegumento, mas todas morreram ou apresentaram 

características de infecção como estado letárgico, com o tegumento mole e presença de 

poliedros quando analisadas em microscópio ótico de contraste de fase (Olympus CK-2), o 

mesmo foi observado para as lagartas infectadas por injeção intrahemocélica com o vírus 

AcMNPV-L1. Já as lagartas S. frugiperda infectadas com vírus vRen, por via oral, não 

apresentaram mudanças na coloração (Figura 68, C) e nem morreram, mas ao serem 

analisadas no microscópio ótico apresentaram muitos poliedros indicando que foram 

devidamente infectadas. O mesmo não foi observado nas lagartas infectadas por ingestão oral 

com o vírus selvagem AcMNPV-L1, onde as lagartas apresentaram características típicas de 

infecção e morreram (mortalidade de 90%) (Figura 68, B). As lagartas A. gemmatalis, 

infectadas por injeção intrahemocélica com vírus vRen, não mostraram mudanças na 

coloração do tegumento permanecendo esverdeadas, não cresceram muito e apresentaram 

uma mortalidade de 62,5% (Figura 67), enquanto que as infectadas com AcMNPV-L1 

apresentaram uma mortalidade de 100% por injeção intrahemocélica e de 77% por ingestão 

oral além de apresentarem uma descoloração do tegumento da lagarta para uma coloração 

verde clara (Figura 68, E). Já as lagartas A. gemmatalis infectadas com vRen por ingestão da 

dieta contaminada apresentaram alteração na coloração ficando róseas (Figura 68, F) e não 

morreram, mas ao serem analisadas no microscópio ótico também apresentaram poliedros. 
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Figura 66 - Proporção de lagartas mortas e vivas quando infectadas com o vírus vRen por diferentes vias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 67 - Porcentagem de mortalidade de lagartas de Anticarsia gemmatalis injetadas com vírus vRen x sem 

sinal de infecção.  
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Figura 68 - Lagartas não infectadas e infectadas com vírus AcMNPV ou vRen. 

 

• Ensaios in vivo com vírus recombinante vRenbac: 

Foram observadas algumas alterações nas lagartas infectadas com vírus vRenbac (Figura 

71, A e B) em relação às lagartas controle não infectadas (Figura 68, A e D) e às infectadas 

com AcMNPV-L1 (Figura 68, B e E). Os dados numéricos são apresentados nos gráficos das 

Figuras 69 e 70. As lagartas S. frugiperda infectadas com vRenbac através de injeção na 

hemocele, apresentaram mudanças na coloração ficando róseas (Figura 71, A) e todas 

morreram ou apresentaram características de infecção como estado letárgico e flacidez do 

tegumento (Figura 69). As lagartas S. frugiperda infectadas com AcMNPV-L1, através de 

injeção na hemocele, não apresentaram mudanças na coloração e todas morreram 

(mortalidade de 100%) e apresentaram características típicas de infecção. As lagartas A. 

gemmatalis apresentaram mudanças na coloração ficando róseas (Figura 71, B) e 

apresentaram uma mortalidade de 67,3% (Figura 70). As larvas A. gemmatalis infectadas com 

AcMNPV-L1, através de injeção na hemocele, apresentaram descoloração da cutícula e 100% 

de mortalidade.  

D - Anticarsia gemmatalis 
(mock infected) 

E - Anticarsia gemmatalis 
infectada com vírus AcMNPV 

por ingestão oral 

A - Spodoptera frugiperda 
(mock infected) 

B - Spodoptera frugiperda 
infectada com vírus AcMNPV 

por ingestão oral 

F - Anticarsia gemmatalis 
infectada com vírus vRen 

por ingestão oral 

C - Spodoptera frugiperda 
infectada com vírus vRen  

por ingestão oral 
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Não foi feita infecção por ingestão oral com o vírus recombinante vRenbac por ele ser 

ocluso negativo e ao ser usado para infecção oral poderia ser inativado no interior da lagarta, 

já que os vírions não possuem a proteção da matriz protéica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 69 - Proporção de lagartas mortas e vivas quando infectadas com o vírus vRenbac para as duas espécies. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 70 - Porcentagem de mortalidade de lagartas de Anticarsia gemmatalis injetadas com vRenbac x sem 

sinal de infecção. 
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Figura 71 - Lagartas infectadas com vírus vRenbac. 

 

Foram feitos gráficos comparativos do efeito dos dois diferentes vírus recombinantes, 

vRen e vRenbac, em cada uma das espécies (Figura 72 e 73). Foi observado que as lagartas de 

S. frugiperda quando infectadas, por injeção, com o vRen ou com o vRenbac mostraram 

100% de infecção (Figura 72). O número de largartas inicialmente injetadas com o vírus vRen 

ou vRenbac foram iguais, a diferença do número total de lagartas apresentada no gráfico da 

Figura 72 para cada vírus se deve ao fato de algumas terem morrido por manipulação (no caso 

morreram 9 lagartas de S. frugiperda injetadas com o vírus vRenbac devido à manipulação). 

Foi observado que as lagartas de A. gemmatalis quando infectadas, por injeção, com o vRen 

mostraram uma mortalidade de 62,5% (Figura 67), enquanto que a mesma espécie de lagartas 

infectadas com o vRenbac mostraram 67,3% (Figura 70), não tendo sido observada uma 

diferença significativa entre a mortalidade provocada pelos dois vírus. Da mesma forma, o 

número de largartas de A. gemmatalis inicialmente injetadas com o vírus vRen ou vRenbac 

também foram iguais, a diferença do número total de lagartas apresentada no gráfico da 

Figura 73 para cada vírus se deve ao fato de algumas terem morrido por manipulação. Os 

dados apresentados mostraram que larvas S. frugiperda são mais susceptíveis a infecção com 

vírus recombinantes do que as larvas de A. gemmatalis. 

 

A - Spodoptera frugiperda 
infectada com vRenbac 

 por injeção 

B - Anticarsia gemmatalis 
infectada com vRenbac 

 por injeção 
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Figura 72 - Gráfico comparativo de lagartas de Spodoptera frugiperda injetadas com vRen ou vRenbac 

infectadas  x sem sinal de infecção.  
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Figura 73 - Gráfico comparativo entre lagartas de Anticarsia gemmatalis injetadas com vRen ou vRenbac. 
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Discussão 

 

Os baculovírus eram utilizados até duas décadas atrás apenas como agentes de controle 

de pragas agrícolas e florestais por serem vírus seguros ao homem e ao meio ambiente e 

apenas infectarem artrópodos, principalmente insetos e alguns crustáceos e aracnídeos. 

Devido a características peculiares como sua natureza bifásica e a existência de promotores 

fortes para a expressão de genes que não são essenciais para a sua multiplicação em cultura de 

células, descobriu-se que além de bioinseticidas os baculovírus poderiam ser empregados 

como vetores de expressão gênica. Inicialmente os estudos foram voltados para a construção 

de vírus com propriedades pesticidas melhoradas, baseadas no fato destes vírus possuírem 

promotores fortes como o da poliedrina e o da p10 (Wood & Granados, 1991; Possee et al., 

1993; Maeda, 1995; Bonning & Hammock, 1996). Em seguida, estudos foram feitos para 

expressar proteínas que não necessariamente melhorariam a capacidade pesticida do vírus, 

mas que proporcionariam um amplo uso na medicina (Miller, 1988; Luckow & Summers, 

1988; Maeda, 1989; King & Possee, 1992; O’Reilly et al., 1992).  

Uma grande variedade de proteínas de importância na medicina e na agricultura foi 

expressa com níveis elevados em células de insetos usando baculovírus como vetores de 

expressão. Essas proteínas são, em sua maioria, biologicamente ativas e imunologicamente 

similares às proteínas naturais (O'Reilly et al., 1992). Esse sistema fornece um ambiente 

apropriado para a síntese de proteínas eucarióticas oferecendo condições para que ocorra o 

dobramento adequado das moléculas, formação de pontes dissulfídicas, oligomerizações e 

modificações pós-traducionais similares às produzidas em células de mamíferos. Entretanto, é 

importante reconhecer que há algumas exceções para essa generalização. Linhagens de 

células de inseto infectadas com vírus recombinante podem perder certas capacidades de 

processamento protéico como α–amidação e alvo lisossomal. Há também diferenças nas 

estruturas N-linked glycans encontradas na maioria das glicoproteínas recombinantes 

produzidas (Jarvis, 1997). 

A N-glicosilação é responsável por alterações na conformação, estabilidade e 

funcionalidade de proteínas em eucariotos, sendo um fator determinante na escolha do vetor 

de expressão. Por permitir a expressão de proteínas eucarióticas similares às produzidas em 

células de mamíferos, o vetor baculovírus foi escolhido para expressar a renina, uma proteína 

proteolítica N-glicosilada de mamíferos.  
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A renina desenvolve uma função chave na regulação da pressão sangüínea e no balanço 

salino, sendo o rim sua principal fonte em humanos onde ela é inicialmente produzida em 

grande quantidade em instantes como pré-pró-renina. A síntese de renina é um fator limitante 

de todo o sistema renina-angiotensina, pois atua sobre o angiotensinogênio, seu substrato 

específico, promovendo a formação de angiotensina I (AI) a qual é convertida em 

angiotensina II (AII). Uma vez ativada a cascata, surgem a AI (10 aminoácidos) e a AII (8 

aminoácidos), que circulam pelo sangue ativando suas estruturas-alvo: vasos sangüíneos 

(sobretudo arteríolas e veias sistêmicas), rins, coração, adrenais e o sistema nervoso 

simpático. 

A hiperatividade do sistema renina-angiotensina-aldosterona culmina com a produção 

exacerbada de AII, que está intimamente relacionada ao desenvolvimento de patologias 

cardiovasculares normalmente acompanhadas de modificações na arquitetura do tecido 

cardíaco e do tecido vascular, aumentando o grau de morbidade e de mortalidade da doença.  

A produção da renina em sistema in vitro pode permitir o avanço de estudos de inibição 

uma vez que a especificidade da renina, assim como seu papel dominante na produção de AII 

faz com que ela seja um alvo promissor para inibição. 

Dois diferentes sistemas foram utilizados, nesse trabalho, visando a expressão da renina. 

O primeiro, com base no vírus vSyn VI-gal, permite a formação de baculovírus recombinantes 

ocluso positivos através de recombinação homóloga. O segundo, denominado Bac-to-Bac 

(Invitrogen), comercialmente disponível, permite a formação de baculovírus recombinantes 

ocluso negativos através de recombinação sítio-específica (transposição). Apesar do primeiro 

sistema ser mais fácil de ser detectado em células de inseto por produzirem poliedros visíveis 

em microscopia ótica, há relatos de que vírus não ocluídos podem ser mais potentes que os 

vírus ocluídos, e devem ser produzidos mais eficientemente in vitro desde que sua energia 

metabólica não seja desperdiçada na síntese de grandes quantidades de poliedrina (Palomares 

et al., 2003). A construção dos dois vírus recombinantes (vRen e vRenbac) foi confirmada 

utilizando a técnica de PCR, pela amplificação do gene da renina com primers específicos. 

 

Alterações ultraestruturais: 

Por meio de análise por microscopia eletrônica foi possível visualizar efeitos citopáticos 

típicos de infecção por baculovírus, em células de inseto High five e Sf21, quando infectadas 

com o vírus recombinante vRen e com vRenbac. 

Na análise das duas linhagens celulares infectadas com o vírus vRen foi observada, 

entretanto, uma alteração na montagem viral pois os poliedros formados apresentaram poucos 
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ou nenhum vírion incrustado na matriz protéica, composta principalmente pela poliedrina. 

Este fato indica que a presença do gene da pré-pró-renina no vírus poderia estar causando 

algum tipo de alteração na montagem viral, e uma das possibilidades seria que a expressão da 

renina, por ser uma proteína proteolítica, poderia estar causando a quebra de alguma das 

proteínas envolvidas no processo de oclusão dos vírions na matriz protéica. Interferência em 

outros níveis de regulação gênica, como por exemplo durante a transcrição, também não deve 

ser descartada. Outro fato que deve ser ressaltado é que a renina, hoje, é conhecida por ter 

como substrato específico o angiotensinogênio, não tendo dados disponíveis em que haja a 

referência da renina como tendo outro substrato natural ou sendo capaz de clivar outra 

proteína que não esta. Esse resultado estimula o desenvolvimento de investigações para 

descoberta de possíveis novos substratos. 

Devido à semelhança com dados relatados para outros baculovírus, a região de estrutura 

fibrilar, mostrada nas micrografias, foi identificada como feixes de proteína P10. Essas 

estruturas são detectadas tanto no núcleo quanto no citoplasma e estão algumas vezes 

circundadas por espaçadores eletrodensos associados à formação do poliedro (falsa membrana 

do poliedro) (Van Oers et al., 1993).  

Da mesma forma, os dois cultivos celulares quando infectados com o vírus 

recombinante vRenbac mostraram alterações típicas de infecção com baculovírus como 

hipertrofia nuclear, formação do estroma virogênico e montagem das partículas virais 

(vírions). Por se tratar de um vírus ocluso negativo houve ausência de oclusão viral 

(poliedros). 

 

Detecção de produto de expressão em células (in vitro): 

Em geral, a renina apresenta peso molecular de ~42 kDa e a pró-renina de ~47 kDa, mas 

esses dados podem variar de organismo para organismo dependendo do número de açúcares 

que se ligam a renina e a perda ou não de seus sítios de glicosilação. 

Na análise da cinética da síntese de proteínas em células Sf21 e High five infectadas 

com o vírus vRen marcadas com 35S-metionina a 0, 24, 48 e 72 hp.i. foi notada a mudança no 

perfil de proteínas levando a síntese de uma banda de peso em torno de 30 kDa, peso esperado 

para a poliedrina, e outra de cerca de 40 kDa. Na análise da síntese protéica nessas duas 

linhagens infectadas com o vírus vRenbac, utilizando os mesmos pulsos de infecção com 35S-

metionina, foi notada a alteração do perfil da síntese de proteínas levando à produção de duas 

proteínas com banda de ~40 e 47 kDa, no final do ciclo de infecção. É possível que as 

proteínas de 40 e 47 kDa sejam a renina e a pró-renina ou formas da renina, com diferença de 
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glicosilação. Entretanto isso ainda não pôde ser confirmado por ensaio imunológico, 

provavelmente devido a inespecificidade do anticorpo policlonal. Além disso, os dados 

obtidos indicam que pode ter havido baixa expressão da síntese da renina. Desta forma, as 

vantagens de uma hiper expressão conduzida pelo promotor PsynXIV, se contrapõe à condição 

funcional das células. Diferenças de processamento das células de inseto e de eucariotos 

superiores podem explicar a não correta modificação pós-traducional esperada para a renina 

ou a interferência nos níveis de expressão dessa proteína. 

A análise por western blotting desse gel não apresentou sinais de reconhecimento pelo 

anticorpo, inclusive do controle positivo, revelando portanto a ocorrência de problemas 

técnicos. Entretanto, utilizando o método de dot blot, no qual há maior concentração das 

amostras, foi obtida hibridização após a infecção com os vírus recombinantes indicando a 

expressão da renina nas duas linhagens celulares. De forma inesperada houve também 

hibridização com as células Sf21 controle. Este fato não ocorreu com as células High five, o 

que leva a crer que a hibridização em células Sf21 não infectadas seja decorrente de 

hibridização inespecífica, uma vez que o anticorpo é policlonal. 

Em trabalhos anteriores a expressão da pró-renina e renina em baculovírus tem sido 

relatada. Mathews et al. (1996) revelaram a expressão da renina e da pró-renina humana em 

sistema baculovírus, utilizando duas construções gênicas: na primeira o gene da pré-pró-

renina humana foi inserido no DNA do vírus e na segunda o peptídeo sinal do peptídeo 

secretor de gastrina, o qual sabe-se que é reconhecido e corretamente processado pela 

maquinaria da célula de inseto, foi fusionado diretamente a seqüência codificante da renina. 

Houve, entretanto, uma baixa expressão da renina (0,05 mg/L) e da pró-renina (0,5 mg/L). No 

presente trabalho indica também ter havido baixa expressão da renina devido à intensidade do 

sinal de hibridização quando foi utilizado ensaio imunológico dot blot. 

Os estudos de Mathews e colaboradores revelaram também que o pró-peptídeo da 

renina não é necessário para a correta maturação e enovelamento da enzima ativa de seu 

precursor, mas é importante para a secreção da renina em sistemas celulares heterólogos 

(células Sf9 e CHO). Além disso, a renina recombinante demonstrou comportamento 

bioquímico similar ao da renina humana renal, clivando um substrato sintético gerando 

angiotensina I com metade da eficiência da renina humana e foi inibida por um mesmo 

inibidor. 

Aeed & Elhammer (1994), utilizando experimentos de caracterização de 

oligossacarídeos, sugeriram que a pró-renina produzida em células Sf9 contém high manose e 

high manose truncada similar àquelas isoladas de outras glicoproteínas produzidas pelo 
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inseto. No presente trabalho, a utilização das linhagens celulares Sf21 e High five indicou ter 

havido processamento similar nos dois sistemas uma vez que houve a produção das mesmas 

bandas, com determinado vírus recombinante, pela análise da cinética da síntese de proteínas 

(SDS-PAGE). Além disso, permitiu verificar hibridização inespecífica em uma delas (Sf21). 

Essas linhagens serão importantes em experimentos futuros de imunoprecipitação para 

medida da expressão e especificidade da renina. 

 

Efeito dos vírus recombinantes no inseto: 

Além dos efeitos citopáticos típicos de infecção por baculovírus, foi observada a 

alteração da coloração do tegumento (cor rósea) de lagartas de Spodoptera frugiperda 

injetadas com vírus vRenbac e de larvas de Anticarsia gemmatalis infectadas por ingestão oral 

com o vírus vRen ou mesmo injetadas com o vírus vRenbac. Isso pode ser decorrente de 

mudanças metabólicas no inseto causadas pela infecção com o vírus recombinante devido a 

inserção do gene da pré-pró-renina e a possível expressão da renina. Essa modificação de 

coloração também foi observada na infecção de lagartas de Spodoptera frugiperda com um 

vírus, vSyn quitinase, que possui a inserção do gene da quitinase (prof. Bergmann Moraes 

Ribeiro – UnB, comunicação pessoal). A quitina está envolvida na liqüefação da cutícula do 

inseto, portanto, a presença da renina poderia estar interferindo em processos metabólicos 

associados à degradação do tegumento larval. 

A mortalidade de larvas de A. gemmatalis foi similar quando injetadas com vírus vRen 

(62,5%) e vRenbac (67%). No entanto, as lagartas de S. frugiperda apresentaram 100% de 

mortalidade quando injetadas com os dois vírus recombinantes (construídos com base no 

vírus AcMNPV). Isso pode ser explicado pela diferença de susceptilidade do inseto ao vírus 

AcMNPV. Esse vírus tem um largo espectro de hospedeiros e a S. frugiperda tem sido 

descrita como sendo um de seus hospedeiros naturais. Finalmente, embora tenha havido sinais 

evidentes de mudanças nas larvas, como formação de poliedros, a infecção por via oral foi 

menos eficiente pois não levou à mortalidade dos insetos. Esse resultado é compatível com os 

de microscopia eletrônica, onde os poliedros aparentemente não possuiriam vírions em seu 

interior. 
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Conclusão e Considerações Finais 

 

A utilização de baculovírus para expressão heteróloga da seqüência da pré-pró-renina 

nos levou às seguintes observações: 

O vetor pSynRen contendo o fragmento da pré-pró-renina, sob o promotor PsynXIV, 

permitiu a recombinação homóloga com o DNA viral (vSyn VI-gal) e a obtenção do vírus 

ocluso positivo vRen. 

O vetor HTcRen contendo o fragmento da pré-pró-renina, sob o promotor da poliedrina, 

permitiu a recombinação sítio-específica com o DNA viral (bacmídeo) presente nas células 

DH10Bac e a obtenção do vírus ocluso negativo vRenbac. Ele apresentou características 

típicas de infecção com baculovírus sem a formação de poliedros e a produção de vírions 

livres no núcleo das células. 

As células Sf21 e High five infectadas com o vírus vRen mostraram todas as 

características típicas de uma célula infectada com um vírus ocluso positivo (AcMNPV-L1 e 

AgMNPV-2D) exceto pela não imersão de vírions envelopados no interior de seus poliedros. 

Este fato é um indicativo que a renina estaria sendo expressa, uma vez que alguma proteína 

diferente das do vírus selvagem estaria levando a alterações na montagem do vírus. Outras 

etapas da regulação gênica poderiam estar envolvidas nesse processo. Além disso, esse vírus 

diferencia-se do vírus ocluso negativo (vRenbac) pelo fato de ter sido observado uma banda 

intensa de 40 kDa na fase tardia da infecção do vírus, enquanto na infecção com o vírus 

vRenbac duas bandas foram observadas (40 kDa e 47 kDa) após marcação radioativa e análise 

das proteínas por SDS-PAGE. As duas bandas encontradas devem corresponder a pró-renina 

(cerca de 47 kDa) e a renina (cerca de 42 kDa) ou a formas glicosiladas das mesmas. O ensaio 

imunológico por dot blot indicou haver a expressão da renina. 

Houve alteração no tegumento das larvas infectadas com os vírus recombinantes, tanto 

de Spodoptera frugiperda quanto de Anticarsia gemmatalis, que passaram a apresentar 

coloração rosa. Esta alteração poderia estar relacionada com a expressão da renina, já que 

lagartas infectadas com o vírus selvagem não adquirem essa coloração em seu tegumento. 

Embora os dados apresentados indiquem fortemente que está havendo expressão de uma 

proteína que estaria interferindo no processo de oclusão do vírus e na fisiologia do inseto, e 

que essa proteína teria o peso molecular esperado para a pró-renina e renina, para a 

confirmação de que houve realmente a expressão da renina, ensaios de imunoprecipitação e 

novos ensaios imunológicos (western blotting) deverão ser realizados. 
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