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RESUMO

O virus Papaya lethal yellowing virus (PLY V), conhecido por sua capacidade de infectar naturalmente
o mamoeiro (Carica papaya L.), promoveu uma resposta imune humoral em camundongos imunizados
pelas vias oral e nasal. Anticorpos especificos foram detectados pelos testes de ELISA e imunodifusao
dupla no soro de animais imunizados por via oral, tanto com extrato bruto de folhas infectadas, com o
virus purificado, como pela via nasal com o virus purificado. A quantificacio dos anticorpos especificos
revelou predominancia de sintese de imunoglubulinas G (IgG). Nao foi detectada resposta imune, com
sintese de anticorpos especificos contra as proteinas das folhas ndo-infectadas. Devido a imunogenicidade
do PLYV e por ndo ser patogénico para animal e homem, este virus pode ser considerado um candidato
a carreador e/ou vetor de antigenos a serem usados em procedimentos de imunizagao de seres humanos
€ outros animais.
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ABSTRACT

The Papaya lethal yellowing virus (PLY V), known for its capacity to naturally infect papaya (Carica
papaya L.), promoted a humoral immune response in mice immunized via oral and nasal application.
ELISA and immunodiffusion tests detected specific antibodies in sera of animals orally immunized with a
crude extract of infected leaves and with purified virus, and in sera of animals immunized by nasal route
with purified virus. Quantification of the specific antibodies revealed predominance of synthesis of
immunoglobulins-G (IgG). Immune response was not detected, with synthesis of specific antibodies, against
the proteins of the uninfected leaves. Due to the immunogenicity induced by PLYV and the fact it is not
pathogenic to animal or humans, this virus can be considered a candidate as a carrier and/or vector of

antigens to be used in immunization procedures.
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INTRODUCAO

Os virus que infectam vegetais ndo sao
capazes de infectar ou induzir efeitos patogé€nicos
em vertebrados. Por outro lado, muitos desses virus
tém habilidades de estimular uma resposta
imunolégica, com conseqiiente formacdo de
anticorpos especificos contra as proteinas do
capsideo viral, quando inoculados por vias nem
sempre favordveis a imunizacdo, como as vias oral
e nasal (FLORINDO et al., 1997; BRENNAN et
al., 1999).

O Papaya lethal yellowing virus (PLY V)
¢ um virus pertencente possivelmente a familia
Tombusviridae e género Carmovirus (LORETO
etal., 1983), possuindo morfologia isométrica com
29-32 nm de diametro. Trata-se de um virus com
capsideo constituido de uma proteina de
aproximadamente 36 kDa e genoma do tipo RNA
de hélice simples de 1,6 x 10° kDa (OLIVEIRA et
al., 1989). A imunizagao por via oral € de interesse
preferencial por ser arota fisiolgica de entrada dos
alimentos e de microorganismos patogénicos. De
acordo com MAGISTRIS (1998), essa é uma via
natural e ndo invasiva, apresentando algumas
vantagens sobre a imuniza¢@o parenteral, sobretudo
porque a imunizacao através dessa via pode induzir
sintese de IgA e IgG especificas, tanto nas respostas
imunoldgicas das mucosas como humoral, o que
podem inibir a colonizacdo de patégeno. Mas a
administracdo de antigenos pela via oral geralmente
leva a tolerancia imunoldgica e ndo a sintese de
anticorpos (STROBEL & MOWAT, 1998; MELO
et al., 1994). A inducdo de uma resposta imune
através dessa via geralmente € dificil, pois necessita
de doses elevadas e repetidas de antigenos devido
as adversidades do trato gastrintestinal, tais como
acidez, presenca de enzimas hidroliticas e falta de
transportadores especificos na membrana do
endotélio. Uma outra forma de induzir uma
imunizacdo eficiente, evitando os problemas inerentes
aviaoral, € autilizacao da vianasal (RUDIN et al.,
1998). A imunizacdo por via nasal requer,
geralmente, 10 vezes menos imundgeno para uma
efetiva imunizacdo (BRENNAN et al., 1999).
Ambeas as vias, oral e nasal, apresentam vantagens
de aplicacao sobre a via subcutinea, atualmente a
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mais utilizada em procedimentos de vacina¢do, uma
vez que estas vias ndo requerem adjuvantes. O
antigeno administrado pela via subcutanea ndo sofre
a interferéncia do pH 4cido nem das enzimas
proteoliticas do trato digestivo. Entretanto, existem
inconvenientes quanto ao uso dessa via, pois a
mesma, geralmente, necessita de adjuvantes para
induzir uma resposta imunoldgica eficiente (RUDIN
etal., 1998). A busca de virus que infectam vegetais
que sejam capazes de estimular a sintese de
anticorpos especificos quando administrados por
alguma dessas vias, torna-se uma alternativa para o
desenvolvimento de vacinas mais seguras. Assim,
devido a imunogenicidade do PLY'V e por nao ser
patogénico para animal e homem, este virus pode
ser considerado um candidato a carreador e/ou vetor
de antigenos a serem usados em procedimentos de
imuniza¢ao de seres humanos e outros animais.

O presente trabalho teve como objetivo o
estudo da resposta imunoldgica humoral induzida
em camundongos da raga Swiss imunizados pelas
vias oral e nasal com PLY V.

MATERIALE METODOS

O virus PLYV foi inoculado em plantas de
mamoeiro sadias, mantidas em condi¢des naturais
de temperatura, luminosidade e umidade em uma
casa de vegetacao, para multiplicacdo viral.
Objetivando a produgdo de anti-soros especificos,
oPLYYV foi purificado a partir de folhas de mamoeiro
mecanicamente infectadas, através do método de
precipitacao com polietilenoglicol (PEG) 6.000 e
clarificacao do extrato foliar com n-butanol como
descrito por LIMA & AMARAL (1985). Para
confirmacdo da pureza da suspensao viral, uma
amostra da suspensao protéica do virus purificado
foi analisada em gel de poliacrilamida, contendo
dodecil sulfato de s6dio (SDS-PAGE) de acordo
com o método descrito por LAEMMLI (1979). A
proteina do capsideo do PLYV teve seu peso
molecular estimado de acordo com proteinas padrao
(0-lactoalbumina— 14,2KDa, inibidor de tripsina—
20,1KDa, albumina bovina — 66,0KDa e
ovalbumina —45,0KDa) utilizadas como referéncia
(Fig. 1). A dosagem de proteina da suspensdo viral
purificada foi medida pelo método de BRADFORD
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Figura 1. Eletroforese em sistema de SDS-PAGE do
PLYV purificado revelando a migracdo de uma
proteina com massa molecular estimado em 36 kDa.
M - marcadores de massa molecular; colunas 1,2 e
3-5uL, 10 WL e 15 UL da suspensio viral purificada,
respectivamente.

(1976). A concentracdo de proteina do capsideo
viral foi estimada tomando como padrdo uma curva
obtida com albumina sérica bovina (BSA).

Dois grupos de cinco camundongos da raca
Swiss (fémeas com aproximadamente 8 semanas
de idade), cedidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal do Cear4, foram oralmente
imunizados com 10 doses consecutivas de: a) 10

pg de proteina do virus purificado; b) 3 mg de
extrato foliar de mamoeiro infectado com PLY'V.
As doses foram administradas utilizando uma canula
de gavagem adaptada a uma seringa, em intervalos
de 24 h. Um terceiro grupo foi imunizado pela via
nasal com 2,5 ug de proteina do virus purificado
em 10 doses administradas com uma pipeta
automdtica, em intervalos de 24 horas. Reforcos
foram dados nos dias 21 e 35 a contar do inicio da
imunizagao.

Aresposta imune induzida pelo PLYV foi
quantificada pela determinacdo de anticorpos
especificos nos soros obtidos nos dias 7, 14, 21,
28, 35 e 42 acontar do inicio da imunizagao, através
dos testes sorolgicos ELISA (ALMEIDA, 1995)
e imunodifusdo dupla em dgar, como descrito por
BRIOSO et al. (1994). Para ambos os testes foram
usados como antigenos, o PLYV purificado, o
extrato de folhas de mamoeiro infectadas pelo
PLYV e o extrato de folhas de mamoeiro ndo-
infectadas. Como anticorpos secunddrios foram
utilizados anti-imunoglobulinas totais e anti-IgG de
camundongos conjugados a peroxidase.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O perfil eletroforético do PLYV purificado
revelou a migragdo de uma banda protéica com
massa molecular estimada em 36 kDa (Fig. 1), o

que estd de acordo com os resultados obtidos por
OLIVEIRA et al. (1989). OPLYYV, seletivamente,

Figura 2. Teste de imunodifusdo dupla revelando a especificidade dos anti-soros aos 28 dias obtidos de
camundongos imunizados com 10 pg de proteina purificada do capsideo do PLYV. Os orificios centrais
contém 15 UL de anti-soros de camundongos imunizados pelas vias: oral (A) e nasal (B). Os orificios periféricos
contém 15 pL dos antigenos: (V)- PLYV purificado, (I)- Extrato de folhas de mamoeiro infectadas pelo virus,

(S)- Extrato de folhas de mamoeiro nao-infectadas.
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Figura 3. Teste de ELISA revelando a cinética da sintese de imunoglobulinas totais especificas para o PLYV
em anti-soro de camundongos imunizados pela via oral com 3 mg de extrato total de folhas infectadas pelo
PLYV ou com 10 LLg de proteinas do capsideo viral purificado, e pela via nasal com 2,5 [Lg de proteinas do
capsideo viral purificado. Como controle foi usado soro de camundongos ndo-imunizados. As setas indicam
os dias de aplicacdo dos reforcos.

induziu sintese de anticorpos séricos especificos  Nenhuma reagdo foi obtida contra o extrato foliar
quando inoculado tanto pela via oral, quanto pela  nao-infectado (Fig. 2). A cinética da sintese de
nasal, utilizando como imundgenos o extrato total  imunoglobulinas totais anti-PLY 'V, medidos por
de folhas infectadas pelo PLYV ou proteinasdo ~ ELISA (Fig. 3), demonstra uma continua elevagao
capsideo viral purificado. Resultados semelhantes  do titulo destes anticorpos, ao longo dos 42 dias,
foram obtidos por (FLORINDO, 1999; em contraste com o anti-soro pré-imune. Até 286
FLORINDO et al., 2002) com o Cowpea Severe  dias apds o fim da imunizagao, foram detectados
Mosaic Virus (CPSMV). Através de teste de  anticorpos especificos para o PLYV (dados ndo
imunodifusdo dupla foi avaliada a reatividade  apresentados), indicando que a resposta imune é
especifica dos anti-soros dos animais imunizados.  duradoura e ndo induz tolerancia. Dentre as varias
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Figura 4. Teste de ELISA revelando a cinética da sintese de anticorpos IgG especificos para o PLYV em
anti-soro de camundongos imunizados pelas vias oral com 10 llg e nasal com 2,5 Lg de proteinas do capsideo
viral purificado. Como controle foi usado soro de camundongos nao-imunizados. As setas indicam os dias de
aplicagdo dos reforgos.
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imunoglobulinas avaliadas em teste de ELISA, a
classe 1gG mostrou-se predominante nas
imunizacOes com virus purificado pelas vias oral e
nasal (Fig. 4). Embora os animais imunizados com
virus purificado pela via nasal tenham recebido
doses quatro vezes menores que aqueles imunizados
pela via oral, as imunizacdes por ambas as vias
demonstraram ser eficientes na inducao de sintese
de anticorpos especificos para o capsideo viral, o
que estd de acordo com os resultados obtidos por
DURRANTI etal. (1998).

Pelas caracteristicas demonstradas, o
PLYV apresenta potencial para ser utilizado como
carreador ou vetor de antigenos a serem usados
em procedimentos de imuniza¢do animal e/ou
humana como sugerem LOMONOSOFF &
HAMILTON (1997) e BRENNAN et al. (1999).
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