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RESUMO 

Alguns vírus de plantas vêm se revelando úteis para a expressão de 

antígenos na produção de vacinas. O presente trabalho é um estudo 

comparativo da capacidade imunogênica dos seguintes vírus que infectam 

plantas: Tobacco mosaic vírus-TMV, Cucumber mosaic vírus-CMV, Squash 

mosaic vírus-SqMV e Cowpea aphid-borne mosaic vírus-CABMV em 

camundongos imunizados pelas vias subcutânea, oral e nasal. TMV, CMV, 

SqMV e CABMV, após purificados foram analisados espectofotometricamente 

e apresentaram curvas características dos gêneros ou das famílias às quais 

pertenciam. Esses vírus na forma nativa foram inoculados em Chenopodium 

amaranticolor induziram lesões necróticas locais e foram analisados 

eletroforeticamente, mostrando que, os capsideos do TMV, do CMV e do 

CABMV apresentaram apenas uma proteína com massas moleculares 

aparentes de 17, 29 e 35 kDa respectivamente. Já a capa protéica do SqMV 

apresentou duas proteínas com massas moleculares aparentes de 21 e 43 

kDa. Todos os vírus, exceto o CABMV, após inativação a 100 °C por 10 min 

mostraram as mesmas bandas protéicas ao serem analisados por eletroforese. 

Contudo, ocorreu uma perda da sua capacidade infectante, uma vez nenhum 

dos vírus causou lesões necróticas locais em C. amaranticolor. Aparentemente, 

as estruturas tridimensionais do capsídeo viral dos vírus de planta exercem um 

papel fundamental na preservação da integridade funcional dos ácidos 

nucléicos dos vírus que causam doenças nas plantas infectadas. A capacidade 
xx 



imunogênica desses vírus foi testada em camundongos por diferentes vias. O 

TMV na forma nativa foi capaz de induzir resposta imune em camundongos 

"swiss" imunizados pelas vias subcutânea, oral e nasal. A imunização pela via 

subcutânea em presença de AI(OH)3  revelou o efeito adjuvante dependendo do 

método de avaliação dos títulos de anticorpos específicos. O CMV e o SqMV, 

na forma nativa, induziram resposta imune em camundongos imunizados pelas 

vias oral e nasal. Todos os vírus, TMV, CMV e SqMV, perderam as 

capacidades infectante e imunogênica após termo-inativação. Não foi 

detectada resposta imune contra as proteínas do extrato de folhas de N. 

benthamiana, planta-hospedeira do TMV, a despeito de ter sido detectada 

resposta imune ao TMV quando foi utilizado o extrato de folhas infectadas para 

induzir imunização nos camundongos pelas vias subcutânea e oral. Não foi 

detectada síntese de IgE específica em camundongos imunizados pelas vias 

subcutânea e oral nem com TMV nativo nem com extrato de folhas infectadas 

por este vírus. Igualmente, não houve síntese de IgE específica quando os 

camundongos foram imunizados pelas vias oral e nasal com CMV e SqMV. Os 

resultados da avaliação da capacidade imunogênica do CABMV não foram 

conclusivos. Já o TMV, por suas características, parece ser um vírus de 

escolha para imunização quer pela via subcutânea, quer pela oral, quer pela 

nasal. O CMV mostrou tendência a induzir melhor resposta imunológica por via 

oral e o SqMV pela via nasal. A capacidade imunogênica dos vírus vegetais 

aparentemente está relacionada com a estrutura dos vírus, mas essa 

possibilidade necessita ainda de experiências complementares. Além disso, os 

vírus vegetais parecem ser dotados de propriedades especiais que os tornam 

candidatos a futura utilização em procedimentos de imunização/vacinação. 
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ABSTRACT 

Some viruses of plants have been shown to be useful for the 

expression of antigens in the production of vaccines. The present work is a 

comparative study of the immunogenic capacity of the following viruses: 

Tobacco mosaic virus-TMV, Cucumber mosaic virus-CMV, Squash mosaic 

virus-SqMV and Cowpea aphid-terminal mosaic virus-CABMV in mice 

immunized by the subcutaneous, oral and nasal routes. After purification, TMV, 

CMV, SqMV and CABMV, were spectrophotometrically analyzed and they 

presented curves characteristics of their genera or families. These viruses in the 

native form, inoculated in Chenopodium amaranticolor, induced local necrotical 

lesions and by electroforetic analysis it was shown that, the capside of TMV, 

CMV and CABMV just presented protein bands with apparent molecular 

masses of 17, 29 and 35 kDa respectively. Concerning the SqMV it presented 

two protein bands with apparent molecular masses of 21 and 43 kDa. All the 

viruses, except CABMV, after inactivation at 100 °C for 10 min, showed the 

same protein bands they had prior the thereto-inactivation. However, there was 

a loss of the infectant capacity of the virus since none of them caused local 

necrotic lesions in C. amaranticolor. Apparently, the three-dimensional 

structures of the viral capside of the plant viruses play a fundamental role in the 

preservation of the functional integrity of the nucleic acids of the viruses that 

cause diseases in the infected plants. The immunogenic capacity of those 

viruses was tested in mice by different routes. TMV in the native form was able 



to induce immune response in "swiss" mice immunized by the subcutaneous, 

oral and nasal routes. The immunization through the subcutaneous route, in 

presence of AI(OH)3, revealed that the adjuvant effect depends on the method 

of evaluation of the titles of specific antibodies. CMV and SqMV, in the native 

form, induced immune response in mice immunized by the oral and nasal 

routes. All the viruses, TMV, CMV and SqMV, lost their infectant and 

immunogenic capacity capacities after thermo-inactivation. Immunogenic 

response was not detected against the proteins of the extract of leaves of N. 

benthamiana, host-plant of TMV, in spite that a immune response has been 

detected by TMV, when the extract of TMV infected leaves was used to induce 

immunization in the mice by subcutaneous and oral routes. Synthesis of specific 

IgE was not detected in mice immunized by subcutaneous and oral routes, nor 

with native TMV, nor with extract of leaves infected by this virus. Similarly, 

specific lgE synthesis was not detected with CMV and SgMV immunized mice 

by oral and nasal routes. The results of the evaluation of the immunogenic 

capacity of CABMV were not conclusive. TMV, by its characteristics is a 

preferential virus for immunization through the subcutaneous, oral and nasal 

routes. CMV showed a tendency to induce better immune response by oral 

route and SqMV by the nasal one. Apparently, the immunogenic capacity of the 

vegetable viruses is related to the structure of the viruses. However, further 

experiments are still required. Furthermore, viruses of plants seem to be 

endowed with special properties that turn them candidates to future use in 

Immunization/vaccination procedures. 



1 - INTRODUÇÃO 

1.1 - Vírus de Plantas 

A primeira referência de sintoma de doença em plantas, que poderia 

ser ocasionado por vírus, está registrada em um poema composto pela 

imperatriz Koken da Áustria no ano de 752 (Inouye & Osaki, 1981). Na época, 

entretanto, os vírus de plantas ainda não eram reconhecidos como tais. Em 

1776, Charles L'Ecluse descreveu uma modificação na coloração de tulipas, 

que séculos depois foi reconhecida como sendo ocasionada por um vírus 

transmitido por pulgão (Walkey, 1985). 

As investigações sobre doenças ocasionadas por vírus foram 

realmente iniciadas em 1886 por Adolfo Mayer, que estudou uma doença do 

fumo (Nicotiana tabacum L.) na Holanda e demonstrou que seu agente causal 

podia ser transmitido por extrato de plantas infetadas e injetadas em plantas 

sadias. Para reforçar seu achado, ele demonstrou, que fervendo o extrato o 

agente infeccioso era inativado, mas acabou concluindo que o mosaico do 

fumo era causado por uma bactéria de reduzido tamanho ou uma enzima 

capaz de auto-reprodução (Mayer, 1886). 

A primeira prova científica da existência de um vírus foi estabelecida 

somente em 1892, por lvanowski (1892) que trabalhava com o mesmo material 

estudado por Mayer. Ele demonstrou que o extrato de plantas infetadas não 

perdia sua infetividade, mesmo após passar através de um filtro à prova de 

bactérias. Ele também provou que o agente causal do mosaico do fumo não 

podia ser cultivado em meios artificiais de cultura, nem observado ao 

microscópio óptico. As idéias da época estavam influenciadas pela teoria da 

patogenicidade, que postulava para cada doença infecciosa a existência de um 

microorganismo que pudesse ser observado ao microscópio óptico, cultivado 

artificialmente em meio de cultura e que pudesse ser retido pelos filtros contra 

bactérias. lvanowski (1892) não deu o devido valor a sua grande descoberta 



sobre a filtrabilidade do agente causal e acabou por admitir que o mosaico do 

fumo seria causado por uma bactéria muito pequena ou uma toxina produzida 

por bactérias (lvanowski, 1892), o que Mayer já tinha demonstrado. 

Beijenrinck (1898) foi o primeiro pesquisador a opor-se à teoria 

bacteriana. Confirmou os resultados obtidos por lvanowski (1892) e realizou 

estudos mais detalhados, demonstrando que o agente causal do mosaico do 

fumo podia difundir-se em meio de agar. Concluiu, também, que o agente 

causal da doença não poderia ser um organismo "corpuscular" e admitiu tratar-

se de um contagium vivum fluidum (fluido vivo contagioso) o qual chamou de 

vírus para distingui-lo de uma bactéria (Beijenrinck 1898; Milner,1998). Após 

uma série de inoculações em plantas hospedeiras, Beijenrinck (1898) observou 

que o vírus era capaz de reproduzir-se em plantas, manter-se infetivo, até 

mesmo em folhas secas de fumo, por dois anos, permanecer ativo no solo e 

ainda penetrar na planta através de ferimentos no sistema radicular, método 

peculiar de penetração dos vírus de planta, que tem alta estabilidade. Martinus 

Beijenrinck é considerado o pai da virologia (Walkey, 1985). 

No mesmo ano, Loeffler & Frosch (1898) mostraram que o agente 

causal da febre aftosa dos animais que passava de animal para animal, mesmo 

depois de elevada diluição do extrato, era causado por um agente similar ao 

agente do mosaico no fumo (Loeffler & Frosch, 1898; Gibbs & Harrison, 1976). 

Uma outra importante descoberta para a Virologia Vegetal foi feita 

por Holmes (1929), que mostrou "reações necróticas localizadas" denominadas 

"reações de hipersensibilidade", em folhas de plantas inoculadas com vírus, 

induzidas pelas infecções virais que eram produzidas em folhas de fumo 

quando elas eram inoculadas com extrato de planta com Tobacco mosaic virus 

(TMV). Holmes (1929) demonstrou também que o número de lesões era 

proporcional à concentração do vírus no inóculo e que cada lesão podia ser 

usada em análise quantitativa de preparações de plantas. Este método, ainda 

hoje, fornece a base para testes quantitativos de muitos vírus de plantas 

(Walkey, 1985). Holmes (1929) constatou ainda, a existência de variações 

entre a susceptibilidade de folhas de uma mesma planta e que as metades 

opostas de uma mesma folha apresentavam graus de suscetibilidade bastante 

semelhantes. 
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Takahashi & Rawlins (1932) utilizaram a técnica da birrefringência de 

fluxo para mostrar que o TMV era composto de partículas longas e finas, tipo 

bastonetes. 

Stanley (1934) observou que a infetividade do TMV era destruída por 

"pepsine" e admitiu que o vírus era, provavelmente, constituído de proteínas. 

Somente em 1935, Stanley (1935) obteve o TMV em forma de cristais, através 

de um processo de purificação, utilizando o sulfato de amônia para cristalizar, 

concluindo que o TMV era uma proteína autocatalítica, que necessitava da 

presença de células vivas para sua multiplicação. Embora os estudos de 

Stanley (1935) não tenham reconhecido os vírus como um núcleo-proteína, 

eles foram o marco do início da moderna virologia de plantas (Walkey, 1985). 

Em 1937, Bawden & Pirie (1937) relataram que o TMV consistia de 95% de 

proteína e 5% de ácido ribonucleico (RNA). 

Outro grande passo, no que diz respeito às funções dos vírus, foi 

dado quando foi mostrado por Hershey & Chase (1952) e Girer & Schramm 

(1956) demonstraram que o ácido nucléico estava envolvido na infectividade 

dos vírus. 

Resultados de pesquisas posteriores confirmaram que o ácido 

nucléico constitui o material genético dos vírus. As preparações purificadas de 

ácidos nucléicos de vários vírus foram capazes de infectar e causar doenças 

em plantas hospedeiras, bem como de produzir novas partículas virais. Os 

agentes causais de algumas doenças vegetais, inclusive a "exocorte dos citrus" 

são constituídos unicamente de RNA. Tais patógenos são conhecidos como 

viróides (Hadidi et al., 1998). 

As características morfológicas das partículas dos vírus vegetais só 

puderam ser estudadas, após 1940, com o advento do microscópio eletrônico 

e, desde então, este sofisticado instrumento tem sido de inestimável valor para 

o estudo e o desenvolvimento da Virologia (Gibbs & Harrison, 1976). 

Taxonomicamente os vírus são classificados dentro de famílias e 

gêneros dentro do reino Vírus de acordo com seu principal hospedeiro, isto é, 

bactéria, alga, fungo, protozoário, planta, invertebrado e vertebrado. No caso 

de vírus de uma família infetar vários tipos de hospedeiros é indicado o gênero 
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correspondente ao hospedeiro no qual ele foi primeiro identificado (van 

Regenmortel et al., 2000). 

Os vírus de plantas são vistos como uma entidade simples, com 

relação ao seu estado estrutural e genético, isto é, uma partícula é constituída 

de um único segmento de ácido nucléico (DNA ou RNA) de filamento simples 

ou duplo, envolvido pela capa protéica. Contudo, está comprovado que vários 

vírus de plantas possuem seu genoma dividido em vários segmentos, os quais 

se acham distribuídos em duas, três ou quatro discretas partículas, todas 

necessárias ao completo funcionamento do vírus em questão (Murphy et al., 

1995). 

O presente estudo foi feito com quatro diferentes vírus de plantas, 

pertencentes a famílias e gêneros distintos: o vírus do mosaico do fumo 

(Tobacco mosaic virus-TMV) gênero Tobamovirus, o vírus do mosaico do 

pepino (Cucumber mosaic vírus, CMV) família Bromoviridae e gênero 

Cucumovirus, o vírus do mosaico da abobrinha (Squash mosaic vírus, SqMV) 

família Comoviridae e gênero Comovirus e um "isolado" do vírus do mosaico do 

caupi transmitido por pulgão (Cowpea aphid-borne mosaic vírus, CABMV) 

família Potyviridae e gênero Potyvirus, obtido de Sesamum orientate L. 

1.1.1 - Tobacco mosaic virus 

O TMV, que já completou seu primeiro século de identificação, tem 

mantido sua posição de destaque, como o primeiro vírus a ter sua composição 

química determinada, o primeiro a ter sido visto ao microscópio eletrônico, o 

primeiro que as partículas infecciosas foram vistas in vitro e o primeiro que teve 

seu genoma seqüenciado. Para um patógeno com somente quatro genes, o 

TMV tem dado uma notável contribuição para a biotecnologia e para a Biologia 

Molecular (Milner, 1998). 

O TMV pertence ao gênero Tobamovirus que até agora não está 

classificado em família específica (van Regenmortel et al., 2000), com ampla 

distribuição geográfica pelo mundo, infectando naturalmente inúmeras espécies 

vegetais, notadamente o fumo, Nicotiana spp e tomateiro, Lycopersicon 

esculentum Mill. (Lima & Chagas, 1974). 0 primeiro registro de TMV em 
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plantas de fumo e tomate no Estado do Ceará foi feito por Lima & Chagas 

(1974). Sua transmissão dá-se, através de contato entre as plantas e algumas 

vezes por sementes, embora não haja relatos de infecção do embrião pelo 

mesmo. Os vírus são encontrados em todas as partes da planta hospedeiras. 

As partículas virais freqüentemente formam grandes inclusões cristalinas 

visíveis ao microscópio óptico. Muitas espécies do gênero Tobamovirus têm 

sido historicamente consideradas como estirpes ou linhagens do TMV. 

Atualmente, elas são definidas como espécies individuais, com base nas 

informações das seqüências de nucleotideos (van Regenmortel et al., 2000). 

O TMV apresenta uma morfologia cilíndrica alongada de 

aproximadamente 18 nm de diâmetro e 300-310 nm de comprimento, com um 

único segmento de RNA de aproximadamente 6,6-6,9 kb de tamanho e com 

massa molecular estimada em 2.000 kDa. O capsídeo viral apresenta uma 

única proteína de massa molecular estimada em 17 kDa e com cerca de 2.130 

cópias da mesma (van Regenmortel et al., 1993). A capa protéica (CP) não é 

necessária para a movimentação do vírus de célula a célula, mas tem papel 

importante na acumulação do mesmo no feixe vascular. Há três proteínas não 

estruturais codificadas pelo genoma do TMV, com massas moleculares de 126-

129 kDa, 183-187 kDa e 28-31 kDa, respectivamente. Essas proteínas estão 

envolvidas na replicação viral e são encontradas no citoplasma da célula 

infectada. A proteína de 28-31 kDa está relacionada com o movimento viral 

célula a célula (van Regenmortel et al., 2000). 

1.1i - Cucumber mosaic virus 

O CMV é o vírus padrão do gênero Cucumovirus e pertence à família 

Bromoviridae. Os cucumovirus possuem morfologia poliédrica e genoma 

quadripartite contido em três partículas de aproximadamente 30 nm de 

diâmetro, com 32 capsõmeros por nucleotideos (Rybicki, 1995). 

O vírus é encontrado em todas as partes da planta e as células 

infetadas apresentam inclusões citoplasmáticas cristalinas freqüentemente 

hexagonais ou aproximadamente esféricas. 

O CMV contém 18% de ácido nucléico (Smith, 1986), com quatro 
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segmentos de RNA linear em cada estrutura (RNA-1, RNA-2, RNA-3 e RNA-4). 

O comprimento total do genoma é 8621 nt. O maior segmento é o do RNA-1, 

variando entre 3.200-3.644 nt; o segundo maior é o RNA-2, com variação de 

2.600- 3.050 nt; o terceiro é o RNA-3, com 2.100-2.216 nt, e o quarto segmento 

é um RNA subgenômico, com 800 a 1.000 nt (Rybicki, 1995). A extremidade 3' 

é semelhante em todos os RNAs da espécie, possuindo 200 nt em toda a sua 

seqüência. As proporções de base nitrogenadas são 24% de guanina, 23% de 

adenina, 23% de citosina, 30% de uracil (Smith, 1986). Há um encapsidamento 

do RNA-3 juntamente com o subgenoma RNA-4, que é responsável pela 

codificação da proteína da protéica (CP). O RNA-4 é uma cópia da parte do 

RNA-3 que é encontrado em células infetadas. O RNA-1 e o RNA-2 são 

encapsidados separados, resultando num genoma dividido em três partículas 

diferentes (van Regenmortel et al., 2000). 

É freqüente a detecção de uma quinta molécula de RNA em isolados 

de CMV propagados por inoculação mecânica. Esse quinto RNA constitui um 

RNA satélite (SatRNA), incapaz de multiplicar-se na ausência dos três RNAs 

genômicos do CMV (RNA-1, RNA-2 e RNA-3). O SatRNA é detectado em 

preparações de RNA viral, como uma quinta banda de RNA com 315-405 nt, 

além dos três RNAs genômicos e do RNA subgenômico (RNA-4). Os SatRNAs 

possuem fita linear simples, mas apresentam estrutura secundária com 

pareamento de bases em torno de 49%. Este fato, provavelmente, é 

responsável pela alta estabilidade e sobrevivência dos SatRNAs (Garcia-Arenal 

et al., 1987). 

O CMV, como todos os vírus deste gênero, possui 86% de proteínas, 

sendo a da CP de aproximadamente 29 kDa (Brioso, 1986). As três proteínas 

não estruturais possuem massas moleculares diferentes, a maior com 36.30 

kDa (replicase — traduzida do RNA-1), a segunda, 31.00 kDa, supostamente a 

polimerase traduzida do RNA-2 e a terceira com 9.90 KDa, possivelmente 

responsável pelo movimento das proteínas.(van Regenmortel et al., 2000). 

O CMV pode ser transmitido mecanicamente, por enxerto e por meio 

de afídeos, de forma não persistente, que retêm o vírus por menos de 4 h e 

não o transmitem para sua progênie. São conhecidas mais de 60 espécies de 

afídeos vetoras do vírus, principalmente Aphis gossypii Glover, Myzus persicae 
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Sulzer, Acyrthosiphum pisum Harris e Aphis. Craccivora Koch. Por outro lado, a 

disseminação por sementes pode ocorrer em algumas espécies de 

hospedeiros com taxa de transmissibilidade entre 4 e 18% (Kaper & 

Waterworth, 1981). 

O CMV possui ampla gama de hospedeiros entre cereais, 

forrageiras, plantas lenhosas, herbáceas e ornamentais (Duarte et a1.,1992; 

Espinha & Gaspar, 1997). Há mais de 1000 espécies consideradas 

hospedeiras potenciais naturais do CMV (Palukaitis et al., 1992; Murphy et al., 

1995;). 0 sintoma mais comum é o mosaico, porém, sintomas severos podem-

se manifestar em espécies hospedeiras, causando até a morte. Alguns 

sintomas intermediários são: lesões locais (cloróticas e necróticas), manchas 

cloróticas, manchas anelares, deformação foliar, mosaico e nanismo (Kaper & 

Waterworth, 1981). 0 CMV ocasiona doenças em várias espécies cultivadas 

(Francki et al., 1979), sendo que, no Brasil, ele é conhecido por causar 

problemas na banana (Musa spp.) (Trindade et al., 1998), no maracujá 

(Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.) (Colariccio et al., 1987), na ervilha (Pisum 

sativus L.) (Dusi et al., 1992) e em pimenta do reino (Piper nigrum L.) (Maciel-

Zambolim et al., 1990). No Ceará, foi inicialmente registrada a infecção natural 

do CMV em Phaseolus lunatus (Lima & Santos, 1985), em infecção dupla com 

o vírus do mosaico do caupi transmitido por pulgão (Cowpea aphid-borne 

mosaic virus, CABMV), apresentando sintomas de mosaico e necrose 

sistêmica. 

1.1.3 - Squash mosaic virus 

O SqMV pertence à família Comoviridae, gênero Comovirus. As 

partículas do SqMV, como de todos os comovírus, apresentam morfologia 

isométrica, com diâmetro entre 28 e 30 nm. Cada capsídeo é formado por 60 

cópias de uma proteína longa ("Large", L) e uma cópia da proteína pequena 

("Small",S) (Chen & Bruening.,1992; van Regenmortel et al., 2000). Essas 

proteínas têm massas moleculares aparentes de 42 kDa e 23 kDa, 

respectivamente. As partículas do SqMV sedimentam-se em três componentes, 

T, M e B, mas seu genoma, que possui dois segmentos de RNA de fita simples, 

está dividido apenas em duas partículas: B (RNA-1) e M (RNA-2) pois a 
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partícula T é vazia (van Regenmortel et al., 2000). Essas partículas têm os 

tamanhos de 5,8 Kb (RNA-1) e 3,6 Kb (RNA-2). Ambos RNAs genômicos do 

SqMV são necessários para que ocorra a infecção sistêmica na planta 

hospedeira. O RNA-1 codifica funções necessárias à replicação, incluindo a 

polimerase, enquanto o RNA-2 codifica as proteínas para o movimento do 

vírus, célula a célula e a longa distância (sistêmico), bem como codifica as 

proteínas do capsídeo (Willink & van Kamment, 1989). Os dois RNAs são 

traduzidos em poliproteínas que são clivadas por uma proteinase viral 

(codificada pelo RNA-1), resultando em várias proteínas intermediarias (van 

Regenmortel et al., 2000). 

A transmissão desse vírus na natureza, assim como de todos os 

vírus do mesmo gênero, dá-se exclusivamente por besouros, especialmente 

por membros da família Chrysomelidae, que são capazes de reter sua 

habilidade de transmissão, por dias ou semanas Os comovírus também têm 

estreita gama de hospedeiro, variando de 11 a 15 espécies, restritas a poucas 

espécies da família Leguminosae (van Regenmortel et al., 2000). 

1.1 .4 - Cowpea aphid-borne mosaic virus 

O quarto vírus estudado é um isolado do vírus do mosaico do caupi 

transmitido por pulgão (Cowpea aphid-borne mosaic vírus, CABMV) obtido de 

S. orientale, pertencente à família Potyviridae, gênero Potyvirus. A família 

Potyviridae constitui o maior e, do ponto de vista econômico, o mais importante 

grupo taxonômico de vírus de plantas. Os potyvírus infetam mais de 2.000 

espécies de plantas em mais de 550 gêneros de 81 famílias botânicas (Brunt et 

al., 1996). 0 CABMV, como todo potyvírus, possui partícula alongada, flexuosa, 

com 670-760 nm de comprimento por 11-16 nm de diâmetro (Shukla et al., 

1994). Ele também é composto por uma única molécula de RNA de hélice 

simples, senso positivo, com aproximadamente 10.000 nucleotídeos envoltos 

por aproximadamente 2.200 cópias de uma proteína capsidial, com massa 

molecular em tomo de 34 kDa (van Regenmortel et al., 2000). 

Normalmente, todos os potyvírus induzem sintomas macroscópicos 

que podem ser observados na forma de mosqueado, mosaico, clorose, 
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necrose, deformações foliares e de frutos e, até infecções latentes sem 

sintomas. Os potyvírus invadem o hospedeiro sistemicamente, requerendo, 

assim, uma série de interações compatíveis entre vírus e hospedeiro 

(Carrington et al., 1996). De acordo com a infecção sistêmica, as partículas 

virais podem ser encontradas dispersas no citoplasma de células infetadas, as 

quais apresentam modificações específicas que se manifestam na forma de 

estruturas microscópicas, diferentemente das células normais, conhecidas 

como inclusões cilíndricas (Cis) ou cata-ventos (Edwardson et al., 1993). A 

capacidade de induzir inclusões em cata-vento é considerada pelo Comitê 

Internacional de Taxonomia de Vírus (ICTV), como uma característica 

intrínseca da família Potyviridae (Fenner, 1976) 

Como todos os vírus da família Potyviridae, o genoma dos potyvírus 

possui uma única janela aberta de leitura (Open reading frame, ORF), que 

produz uma poliproteina (350 kDa). Após o processamento da poliproteina 

resultam oito a dez proteínas com funções biológicas diferentes em 

quantidades estequiometricamente idênticas. O vírus utiliza quantidades 

variáveis de cada proteína e aquelas produzidas em excesso são acumuladas 

na forma de inclusões (Carrington & Freed, 1990). 

A análise da proteína da CP dos potyvírus indica a presença de três 

regiões distintas: uma região amino-terminal, variável em tamanho e 

seqüência; uma região central, altamente conservada, contendo de 215 a 227 

aminoácidos e uma região carboxi terminal de 18 a 20 aminoácidos. As regiões 

amino- e carboxi-terminal estão voltadas para o exterior da molécula e são 

responsáveis pelas propriedades antigênicas da partícula viral (van 

Regenmortel et al., 2000). 

O RNA dos vírus da família Potyviridae possui de 5,4 a 6,4% do total 

da massa da partícula e possui uma proteína de origem viral ("viral protein 

genome — linked", VPG) ligada covalentemente à sua extremidade 5', e uma 

cauda poli-A na extremidade 3' (Riechmann et a/., 1989,1991). 

Os potyvírus são transmitidos por afídeos (Homoptera: Aphididae), 

que os transmitem de maneira não-persistente, não circulativa e com 

especificidade pequena, ou seja, uma espécie viral pode ser transmitida por 

vários gêneros e espécies de afídeos e, uma determinada espécie de afídeos 
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pode transmitir inúmeras espécies virais. As espécies de afídeos dos gêneros: 

Aphis, Myzus e Macrosiphum destacam-se como os principais vetores, 

principalmente por serem poiífagos (alimentam-se de um grande número de 

espécies vegetais), por possuírem grande mobilidade e por ocorrerem em 

grandes populações na natureza (Murant et al., 1988). Segundo Ramos (2002), 

considerando as características de transmissão não-circulativa e a baixa 

especificidade da transmissão dos potyvírus, compreende-se a importância que 

têm os insetos vetores na disseminação dos vírus. Além disso, a extrema 

rapidez com que os afídeos adquirem os potyvírus torna ineficiente o controle 

químico dos insetos, para a redução do índice de incidência da doença. 

Os potivirus são também facilmente transmitidos mecanicamente, de 

plantas infetadas para plantas sadias, através de extratos de plantas infetadas 

ou extratos virais purificados. 

1.2 — Resposta Imune 

O sistema imune utiliza moléculas endógenas para controlar 

invasores e estas moléculas podem distinguir o "self' (próprio) do "non-self' 

(não próprio) e a intensidade da reação de defesa ocorre de maneira muito 

seletiva e específica (Holland & Vizi, 2002). Os órgãos linfóides primários (timo 

e medula óssea) e os órgãos linfóides secundários (baço, amídalas e nódulos 

linfóides) têm papel importante na resposta imune (Holland & Vizi, 2002). 

O sistema imune compreende dois sistemas: o sistema imune inato e 

o sistema imune adaptativo. Esses dois sistemas são de funcionamento 

conectado e justaposto (Nairn & Helbert, 2002). O sistema imune inato é a 

primeira linha de defesa, e o primeiro a retirar antígenos estranhos (ex: 

bactérias e vírus) do organismo (Holland & Vizi, 2002). O sistema adaptativo é 

usualmente solicitado pelo sistema inato e somente começa a atuar se o 

sistema inato falhar em controlar os invasores, ou se o organismo que está 

invadindo tem uma maneira de evitar a interação com o sistema inato (Nairn & 

Helbert, 2002). 

A ação do sistema imune inato diz respeito à resistência básica, 

presente desde o nascimento e atua de maneira não específica através de 
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barreiras físico-químicas, tais como a pele, membranas mucosas, temperatura, 

pH, mediadores químicos como a lisozima, o interferon, o sistema 

complemento, entre outras moléculas (Suradhat et al, 2001). Além disso, tem 

também a barreira fagocítica conferida pelos neutrófilos, monócitos, 

macrófagos de tecidos, a barreira citotóxica conferida pelas células matadoras 

naturais (células NK) e pela barreira inflamatória (Almeida & Lima, 2001; Naim 

& Helbert, 2002). 0 sistema imune inato tem uma capacidade limitada de 

distinguir um micróbio do outro, apresentando moléculas e receptores que 

reconhecem padrões moleculares conservados na maioria dos 

microorganismos (Malhotra et al., 2000). Esse processo é rápido, pois é ativado 

da mesma maneira por um grande espectro de patógenos microbianos que 

agem antes da resposta imune antígeno-específica (Bogdan et al, 2000). 

Ao contrário do sistema imune inato, o sistema imune adaptativo é 

caracterizado por especificidade e memória (Holland & Vizi, 2002). Esse 

sistema é constituído pela medula óssea, o timo, o baço e os linfonodos, os 

nódulos linfáticos, os linfócitos do sangue, da linfa, do tecido conjuntivo e do 

tecido epitelial. A organização dos tecidos linfóides otimiza o contato intimo e 

estreita a faixa de interações das populações celulares que cooperam na 

geração das respostas imunes (Abbas, et al., 2000). Esclarecimentos 

importantes no entendimento do sistema imune vieram com a descoberta do 

primeiro receptor de célula B, e mais tarde com o receptor de célula T. A 

identidade imunológica de um organismo e suas células é definida pela 

superfície das moléculas através do complexo principal de 

histocompatibilidade. As respostas específicas envolvem a participação de 

linfócitos com atuação de receptores específicos de superfície celular, como 

estrutura de reconhecimento de antígeno (TCR e Ig) e são classificadas em 

resposta imune celular, mediada por linfócitos T e resposta imune humoral, 

mediada por linfócitos B. Para que ocorra a estimulação do sistema imune de 

uma maneira mais eficaz, é necessária a participação de pelo menos três 

populações celulares: as células apresentadoras de antígeno (Vecchione et at, 

2002), os linfócitos T e os linfócitos B (Almeida & Lima, 2001). Essas células 

estão também envolvidas na modulação da resposta imune (Holland & Vizi, 

2002). Segundo Borel & Hiestand (1999), o sistema imune não está, de início, 
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interessado com o "self' e o "non-self', e sim com a detecção e proteção contra 

o perigo. Este paradigma implica que o sistema imune não faz o trabalho 

sozinho, mas recebe comunicações positivas e negativas de uma extensa rede 

de tecidos. Este conceito é o que suporta a mais promissora estratégia capaz 

de englobar a complexidade do procedimento da imunorregulação, 

especialmente com rejeição crônica e indução à tolerância. Essa estratégia é 

também compatível com a suposição de que não existe diferença fundamental 

entre supressão severa ou rejeição crônica num transplante e correção de uma 

resposta auto-imune, por exemplo, artrite (Borel & Hiestand, 1999). 

A compartimentalização da resposta imunológica é realizada pela 

existência de, no mínimo, dois sistemas imunes, um sistema imune periférico e 

um sistema imune mucoso, que operam juntos e separados em muitas 

espécies (Anderson, 1999). A imunidade periférica é caracterizada pelo 

aparecimento de anticorpos específicos IgG no sangue depois que os 

antígenos são processados nos nódulos linfáticos (Anderson, 1999). A própria 

imunidade sistêmica pode resultar de uma combinação dos dois. Segundo 

Chen (2000) o sistema imune mucoso difere em vários caminhos do sistema 

imune sistémico. A imunização da mucosa freqüentemente resulta na 

estimulação da resposta mucosa e imune sistêmica, enquanto que a 

imunização tipicamente sistêmica somente induz resposta sistêmica sem ativar 

o sistema imune mucoso. A indução da resposta mucosa leva à produção de 

anticorpos IgA secretores (slgA) específicos diretamente no sítio de infecção, 

os quais não são usualmente produzidos pela imunização sistêmica (Chen, 

2000) e esses anticorpos podem inibir o ataque e a colonização do patógeno, 

bem como podem neutralizar sua atividade tóxica. 

1.3 - Utilização de Vírus de Plantas em Procedimentos de Vacinação e 

como Ferramentas em Estudos Imunológicos 

Por mais de 200 anos, a vacinação tem sido a arma mais eficaz para 

combater as doenças infecciosas. Com  o crescente número de cepas 

bacterianas patogênicas resistentes aos antibióticos, doenças até alguns anos 

atrás controladas, estão retomando de maneira muito mais infecciosa, e a 

necessidade por vacinação global ainda continua a maior prioridade. A 
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vacinação de animais domésticos para consumo humano pode reduzir bastante 

a administração de antibióticos, minimizando assim o risco de desenvolvimento 

de linhagens resistentes de bactérias patogênicas (Carter III & Langridge, 

2002). 

Existem, porém, limitações no emprego de vacinas, como por 

exemplo, o potencial risco de respostas alérgicas às proteínas animais co-

purificadas durante o preparo da vacina, como no caso do desenvolvimento do 

vírus da influenza em ovos de galinha. Além disso, muitas vacinas parenterais 

contém conservantes tóxicos como formaldeído e fosfato de alumínio 

(Scheibner, 1993). Ainda mais importante, a necessidade de pessoal treinado 

para aplicação injetável, meio de refrigeração para conservação e o risco de 

injúrias associadas às vacinas parenterais, tomam as vacinas convencionais de 

difícil acesso a países pobres, onde as doenças infecciosas continuam ser 

endêmicas (Carter Ill & Langridge, 2002). 

Atualmente, as vacinas mais utilizadas são de vírus e bactérias 

atenuadas, obtendo uma resposta imune duradoura, mesmo na ausência de 

adjuvantes. Porém, esses tipos de vacinas apresentam reverses, como 

dificuldade de cultura in vitro, a persistência como também a perda de 

virulência por variações genéticas desses microorganismos atenuados 

(Olzewska & Stewart, 2001). 

Os vírus de plantas vêm sendo estudados como vetores para a 

expressão de antigenos na produção de vacinas, uma vez que não foram 

reconhecidos como patogênicos para animais e/ou humanos (Modelska et ai., 

1998). 

A natureza antigênica dos vírus de plantas foi inicialmente 

descoberta por Devorak (1927) que produziu anti-soros contra extrato de 

plantas de batata sadia e extrato de plantas de batata com sintomas típicos de 

mosaico. Os anti-soros foram obtidos através da inoculação de coelhos 

diferentes, com extrato de plantas sadias e extrato de plantas doentes. Devorak 

(1927) demonstrou que ambos anti-soros possuíam anticorpos comuns, mas 

tinham um maior título para o antígeno homólogo (antígeno igual ao usado na 

sensibilização do animal) do que para o heterológo (antígeno diferente ao 

usado na sensibilização do animal). 
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Trabalhos mais detalhados para demonstrar a antigenicidade dos 

vírus de plantas, ou seja, a capacidade dos mesmos induzirem a formação de 

anticorpos quando injetados em animais foram realizados por Purdy (1929) 

com o TMV. Através da imunização de coelhos com o TMV, Purdy (1929) 

obteve anti-soros contra extrato de plantas sadias e extrato de plantas 

infetadas com TMV e observou que o anti-soro contra extrato de plantas 

infetadas com o TMV possuía anticorpos altamente específicos para os vírus, 

capazes, até, de neutralizar sua infetividade (Purdy, 1929; Gibbs.& Harrinson, 

1976). 

Segundo Anderson (1999) as respostas imunológicas são 

influenciadas pela rota de imunização, pela natureza do antígeno e pela 

presença de elementos biologicamente ativos que servem para mediar o 

tropismo específico nos tecidos. 

A maneira mais freqüente de provocar o contacto do antígeno com o 

sistema imunológico de um animal, é a de sensibilizá-lo através da via 

subcutânea, que é uma via artificial bastante usada para indução de anticorpos 

circulantes em procedimentos de vacinação em humanos e animais (Makela, 

2000; Carter Ill & Langridge, 2002). 

Uma das vantagens do uso da via subcutânea é o fato de o antígeno 

por ela administrada não sofrer degradação pelo sistema digestivo, além da 

dose utilizada ser menor e, muitas vezes, de única aplicação. As desvantagens 

do seu uso, porém, são inúmeras como, por exemplo, ser capaz apenas de 

estimular a resposta imune sistêmica (Mestecky, 1987). Outra desvantagem do 

emprego desta via é o requerimento de seringas estéreis e profissionais 

treinados para aplicar a injeção, tomando-a onerosa financeiramente, 

especialmente para países em desenvolvimento (Makela, 2000). 

A via oral é muito adequada para administração de vacinas (Kaden & 

Lange, 2001), por ser a rota natural de entrada dos alimentos e de vários 

patógenos (Aizpurua et al., 1988). Ela, ao contrário da via subcutânea, estimula 

tanto a resposta imune periférica quanto à sistêmica (Nugent et al., 1998). Os 

antígenos administrados por esta via passam através do lúmen intestinal, são 

rapidamente intemalizados e processados por células epiteliais especializadas 

denominadas de "células M" (devido às suas inúmeras micro-pregas na 
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superfície luminal) e são apresentadas às células linfóides subepiteliais das 

placas de Payer (células B e T) (Abbas et ai. 2000). Após a sensibilização pelo 

antigeno, as células B proliferam e começam a secretar sIgA (Pereira, 2000). 

Essas células, eventualmente, podem deixar as placas de Payer e migrar 

através da circulação sistêmica a vários sítios mucosos, incluindo o sítio de 

indução original (Frey & Neutra, 1997). As células T auxiliares do tipo 2 (Th2), 

preponderantes nos sítios mucosos, são também sensibilizadas pelo antigeno, 

podendo secretar inúmeras interleucinas, estimulando as células B de outros 

sítios mucosos e do sistema imune periférico a proliferar e secretar anticorpos 

conferindo, assim uma resposta imune sistêmica (Anderson, 1999). Contudo, o 

pH ácido e as enzimas proteolíticas do sistema digestivo, fazem com que se 

tome necessária uma alta concentração do imunógeno, ministrado em doses 

sucessivas o que pode ocasionar ainda um quadro de tolerância oral ao 

imunógeno (Brennan et al., 1999). A imunização de animais por esta rota 

também se tem mostrado eficiente na produção de anti-soros policlonais 

específicos para vírus de planta por trata-se de uma técnica simples, rápida e 

barata, criando perspectivas para produção de anti-soros contra vírus de 

plantas, que são de difícil purificação, com alta imunogenicidade (Lima et al., 

2001, Florindo et al. 2002, Bezerra et al., 2002). 

Outra via de introdução do antígeno que vem sendo bastante 

estudada é a via intranasal, especialmente, na prevenção de doenças 

respiratórias, devido ao fato de requerer uma quantidade cerca de dez vezes 

menor de imunógeno para uma efetiva imunização do que a via oral (Brenan et 

al., 1999). Pesquisas recentes de imunização em animais de laboratório 

mostram que a via intranasal tem gerado amplo interesse na comunidade 

científica como uma rota alternativa para administração de drogas e 

biomoléculas que são susceptíveis as enzimas degradativas do trato digestivo 

(Priyanca et al., 2002). Esta rota é capaz de induzir uma resposta imune igual 

ou superior à da via oral (Brenan et al., 1999; Durrani et al., 1999) e também 

tem se mostrado eficiente na produção de anti-soros policlonais específicos 

para vírus de planta (Beserra Jr., 2001). Isto pode ser atribuído a uma elevada 

vascularidade e permeabilidade da mucosa nasal (Priyanca et al., 2002). Esta 

via quando utilizada com vacinas vivas (Kanden & Lange, 2001) e vírus vetores 
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(Ball et al., 1998) sem uso de adjuvantes, tem induzido respostas imunes de 

elevados títulos, induzindo proteção em sítios distantes. A interação do 

antígeno com a mucosa nasal e com o tecido linfóide associado a naso-faringe 

(NALT) dependerá de variados fatores como a natureza física (solubilidade do 

antígeno), a dose e a freqüência de contato do antígeno (Sminia et al, 1999). 

Antígenos pequenos e de grande solubilidade são capazes de penetrar 

naturalmente na mucosa nasal e esses serão englobados pelas céulas 

apresentadoras de antígenos (células dendríticas e macrófagos). Em contraste, 

antígenos grandes e de pouca solubilidade são capturados pelas células M 

associadas ao NALT. As células precursoras de plasmócitos secretores de 

slgA são originados, principalmente em estruturas linfo-epiteliais organizadas. 

Elas amadurecem nos linfonodos regionais e entram na circulação via ducto 

torácico e podem ser levadas a sítios mucosos distantes onde se diferenciarão. 

Como em outras partes do sistema imune das mucosas, linfócitos B antígeno-

específicos e linfócitos T migram do NALT para os linfonodos e só em seguida 

retomam a circulação (Davis, 2001). 

Devido à importância da imunização pelas vias oral e nasal, bem 

como, o fato da exposição do ser humano a muitos patógenos como vírus e 

bactérias ocorrer inicialmente através do contato com as mucosas, torna-se 

importante a procura de substâncias imunogênicas como é o caso dos vírus de 

vegetais e proteínas de bactérias desprovidas de toxicidade que possam atuar 

como carreadores ou adjuvantes efetivos na mucosa para a produção de 

vacinas (McKenzie & Halsey, 1984). 

Os adjuvantes, vetores ou veículos, também podem influenciar na 

qualidade e quantidade de uma resposta imunológica (Springgs, 1996; 

Florindo, 1999; Chen, 2000; Lavelle et a1.,2001). Descobertas recentes feitas 

através de pesquisas usando vacinas de distribuição mucosa e adjuvante 

mucoso mostraram uma melhora da imunização em modelos animais. Novas 

classes de adjuvantes mucosos tais como: a toxina da cólera (CT) produzida 

pelo Vibrio cholerae, a enterotoxina termo-lábil (LT) produzida pela Escherichia 

coli e oligonucleotídeos têm-se mostrado como potentes adjuvantes mucosos, 

sem toxicidade detectável nos animais (Chen, 2000). 

Novas estratégias de distribuição tais como a utilização de vetores 
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recombinantes vivos (vírus de plantas), plasmídeos de DNA e plantas 

transgênicas para apresentar antígenos são promessas atuais para aumentar a 

eficiência da distribuição de antígenos (Carter III & Langridge, 2002). 

Os vírus de plantas vêm sendo muito usados como carreadores, 

como meio e expressão de fragmentos de proteínas patogênicas em sua 

superfície, originando quimeras, a fim de que essas partículas virais 

modificadas possam desencadear uma resposta imunológica (Modelska et ai, 

1998). Para tanto, um gene que expressa o antígeno de interesse, é inserido 

no genoma do vírus vetor, o qual poderá infetar a planta uma vez que não 

perdendo sua capacidade infetante, ao replicar-se expressa a seqüência 

antigênica de interesse, no seu capsídeo viral (Lomonossoff & Johnson, 1991; 

Brennan et al., 1999; Koo et al., 1999 ; Staczek et al., 2002). 

A idéia de usar vírus de plantas como sistema de expressão de um 

gene estrangeiro não é recente, tendo surgido quando Shepherd (1968) relatou 

que o vírus do mosaico da couve-flor (Cauliflower mosaic virus, CaMV), 

pertencente a família Caulimovíridae e ao gênero Caulimovirus, continha no 

seu genoma DNA de fita dupla e que o DNA clonado de CaMV causava 

infecção quando inoculado mecanicamente em plantas. A partir de tentativas 

iniciais realizadas por vários pesquisadores (Gronemborn et al., 1981; Brisson 

et al (1984), outros genes pequenos foram expressos pelo CaMV, mas, em 

geral, surgiam problemas com o empacotamento do gene inserido ou com tipo 

de "repressão" estrutural não identificado que limitava o tamanho dos genes 

estrangeiros. Outra grande desvantagem é a dificuldade, freqüentemente, 

apresentada pelos vírus do gênero acima mencionado para se propagarem em 

plantas hospedeiras, devido só ser possível sua transmissão mecânica por 

enxertia ou por vetores. 

Até a década de 60, não havia possibilidade do uso de vírus de RNA 

para expressar peptídeos antigênicos, pois os mesmos não podiam ser 

submetidos à tecnologia do DNA recombinante. Com  a descoberta da 

transcriptase reversa, a transcrição reversa do RNA em cDNA completo tornou 

possível a inserção de RNA em plasmídeos para clonagem molecular 

(Scholthof et ai, 1996, Alberts et al., 1997). Literalmente, houve uma inversão 

na situação e a manipulação do genoma dos vírus de vegetais de RNA tomou- 
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se uma rotina (Jonhson et al., 1997). 

O Brome mosaic virus (BMV), pertencente à família Bromoviridae e 

ao gênero Bromovirus, foi o primeiro vírus vegetal de RNA, usado para 

expressar um gene estrangeiro (French et al., 1986). Muitos outros vírus têm 

sido testados, como Tomato bushy stunt virus (TBSV) família e gênero (Joelson 

et al., 1997) e o Potato virus Y (PVY) pertencente à família Potyviridae e ao 

gênero Potyvirus (Hinrichs et al., 1997). No entanto, os vírus sobre os quais se 

têm mais informações sobre seu genoma e a estrutura de seu capsídeo viral, 

São OS mais usados como sistemas apresentadores de antígenos, como é caso 

do TMV e do Cowpea mosaic virus (CPMV) pertencente à família Comoviridae 

e ao gênero Comovirus (van Regenmortel et al., 1993; Johnson et al., 1997). 

O TMV foi um dos primeiros vírus vegetais a serem utilizados como 

veículo de epítopos antigênicos (Turpen et al., 1995; Fitchen et al., 1995). Os 

antígenos, produzidos em plantas resultados de expressão em TMV, induzem a 

produção de anticorpos e até a vacinação efetiva quando injetados em 

camundongos (Wigdorovitz et al., 1999; Koo et al., 1999; Staczek et al., 2002). 

O TMV tem sido considerado como um vírus de potencial elevado para 

expressar genes estranhos (Han et al, 2000). Um TMV quimérico foi construído 

inserindo 	seqüências 	representando 	peptídeos, 	9-14 	mer 

(TDAYNQKLSERRAN) da proteína F da membrana de Pseudomonas 

aeruginosa entre os aminoácidos Ser 154 e Gly155 da CP do TMV. Este foi o 

primeiro exemplo do uso do TMV na construção de uma quimera, contendo um 

epitopo bacteriano (Staczek, 2002). 

O TMV também tem sido usado como vetor para expressar em 

plantas uma completa janela de leitura, codificando uma grande proteína 

antigênica do vírus que causa a febre aftosa (Wigdorovitz et al., 1999). 

Pelas mencionadas razões, os vírus que infectam plantas, através de 

seus capsídeos virais revelam-se atraentes candidatos para sistema de 

apresentação de epítopos antigênicos em procedimentos de vacinação, devido 

à sua rápida propagação e em grande quantidade nas plantas hospedeiras 

(uma a duas semanas), de protocolo de purificação bem conhecido e fácil com 

a obtenção de altos rendimentos das partículas virais (1 a 3 g/kg de tecido 

foliar). Muitos vírus são termoestáveis, sendo assim, as vacinas produzidas a 
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partir desses vírus não precisariam ser estocadas sob refrigeração (Scholtof et 

al., 1996). Podem ainda ser livres de contaminantes patogênicos e livres de 

conservantes (Carter III & Langridge, 2002). 



2 - OBJETIVOS 

2.1 — OBJETIVOS GERAIS 

Estudar comparativamente a resposta imune humoral sistêmica 

induzida em camundongos utilizando-se vírus de plantas: TMV, CMV, SqMV e 

CABMV, tendo em vista a possibilidade de usá-los como sistemas de 

expressão de antígenos na produção de vacinas. 

2.2 - OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

— Isolar e caracterizar bioquimicamente as suspensões virais de TMV, CMV, 

SqMV e CABMV obtidos de plantas infectadas. 

— Quantificar anticorpos séricos específicos de camundongos imunizados pelo 

TMV purificado por via nasal, oral (nativo e termo-inativado) e subcutânea 

(associado ou não ao adjuvante). 

— Quantificar anticorpos séricos específicos de camundongos imunizados com 

o extrato de folhas de N.benthamiana sadia e infetada pelo TMV por via 

subcutânea. 

— Determinar a cinética de anticorpos séricos específicos de camundongos 

imunizados pelo CMV purificado por via oral (nativo e termo-inativado) e por 

via nasal com determinação da cinética de síntese de anticorpos específicos. 

— Determinar a cinética de síntese de anticorpos específicos de camundongos 

imunizados pelo SqMV purificado por via oral (nativo e termo-inativado) e por 

via nasal. 

— Quantificar a cinética de síntese de anticorpos específicos de camundongos 

imunizados pelo CABMV purificado por via oral (nativo) através da 

quantificação de anticorpos séricos específicos. 

— Quantificar por anafilaxia cutânea passiva (PCA) a produção de IgE 

específica em camundongos imunizados com os diferentes vírus que 

20 
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infectam vegetais 

— Comparar os vírus e as vias de imunização, tendo em vista a possibilidade de 

usa-los como sistema de expressão de antígenos em protocolos de 

vacinação/imunização. 



3 - MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 - Fontes Iniciais dos Vírus 

Todos os vírus (TMV, CMV, SqMV e CABMV) foram obtidos do 

Banco ativo de vírus do Laboratório de Virologia Vegetal da Universidade 

Federal do Ceará, onde vêm sendo mantidos em casa de vegetação, in vivo, 

em suas respectivas hospedeiras, (TMV - Nicothiana. Benthamiana Domin, 

CMV - Curcubita .pepo L. cv caserta, SqMV - Cucumis. Melo L. híbrido 'Hy 

Mark' e CABMV - Vigna unguicuiata (L) Walp.) através de inoculações 

periódicas e/ou congelados em folhas de plantas hospedeiras à - 80 °C em 

freezer. 

3.2 - Animais 

Foram utilizados ratos albinos (Ratos novergicus) da linhagem 

"Wistar", machos, de 300 a 400 g e fêmeas de camundongos "Swiss", com 

idade entre seis e dez semanas de 25g, oriundos do Biotério Central da 

Universidade Federal do Ceará. As colônias dos animais mencionados tiveram 

início com animais fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Unicamp 

(Campinas SP). Foram utilizados e mantidos em condições adequadas de luz e 

temperatura, com ração e água à vontade. 

3.3 - Purificação dos Vírus 

3.3.1 - Purificação do TMV 

Para o procedimento de purificação do TMV, aplicou-se a técnica de 

Gooding & Herbet (1967), modificada por Lima & Chagas (1974), com 

pequenas adaptações. 

22 
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Sementes de N bentamiana, cedidas pelo Laboratório de Virologia 

Vegetal do Centro de Ciências Agrárias, da Universidade Federal do Ceará, 

foram semeadas em vasos em casa de vegetação e seis semanas após o 

plantio, o vírus foi inoculado, em razão das plantas de N. benthamiana 

infectadas pelo TMV apresentarem bons sintomas sistêmicos em apenas 

quatro a cinco dias após inoculação. Os sintomas eram caracterizados por 

mosaico severo, necroses e murcha, indicando ótimo nível de concentração 

viral, que após três ou quatro dias leva a morte da planta. Objetivando sua 

purificação, o tecido foliar de cerca de 50 plantas com aproximadamente 30 cm 

de altura e com folhas sistemicamente infectadas foi coletado quatro dias após 

a inoculação e utilizado na purificação, segundo a técnica de Gooding & Hebert 

(1967), com algumas modificações. O material foliar foi homogeneizado em 

liquidificador com solução tamponada de fosfato 0,1 M, pH 7,0, contendo 1% 

de sulfito de sódio na proporção de 100 g de folhas para 200 mL da solução 

descrita. Filtrou-se o extrato através de gaze dupla e em cada 100 mL de suco 

obtido foram adicionados 8 mL de n-butanol. Previamente agitada durante 60 

min, a mistura foi submetida a uma centrifugação de 10.000 g, durante 10 min, 

em centrifuga SORVAL, ROTOR GSA, para precipitar o coágulo esverdeado 

que se formou. Descartou-se o precipitado, enquanto 6% de polietileno glicol 

(peso molecular de 6.000 Da) e NaCI 0,1 M foram adicionados ao 

sobrenadante que após agitado por 60min, foi centrifugado à velocidade de 

10.000 g, durante 15 min (ROTOR SS-34). Em seguida à centrifugação, 

procedeu-se o descarte da parte líquida e o precipitado, contendo o vírus, foi 

ressuspendido em, aproximadamente, 2/5 do volume inicial, com solução 

tampão de fosfato, 0,1 M pH 7,0. Depois de clarificada por centrifugação de 

10.000 g, durante 10 min, a suspensão de TMV foi submetida a mais duas 

precipitações com polietileno glicol e NaCI, usando-se 6% de PEG e NaCI 0,1 

M. A cada processo de precipitação seguiu-se uma clarificação à 10.000 g 

durante 10 min. 

A suspensão final, encerrando o vírus, foi examinada no 

espectrofotômetro onde foi calculada sua concentração na suspensão. 

A suspensão obtida foi dividida em alíquotas de 1 mL, acondicionadas e 

mantidas à temperatura de —4 °C, até o momento de serem usadas. 
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3.3.1.1 - Obtenção dos Extratos de Plantas de N. benthamiana Infectada 

pelo TMV e Sadia Utilizadas na Alimentação dos Animais 

O extrato total de plantas infectadas (EPI) por TMV utilizado na 

imunização dos camundongos foi obtido a partir de folhas de N. benthamiana. 

As plantas de aproximadamente 30 cm de altura foram mecanicamente 

inoculadas com o TMV e colhidas quatro a cinco dias após a inoculação do 

vírus. As folhas foram maceradas em solução de NaCI 0,15 M, na proporção de 

1:1 (plv). O extrato obtido foi filtrado e mantido a -20 °C até a utilização. De 

forma semelhante, foi preparado extrato de planta sadia (EPS) para uso em 

imunização. 

3.3.2 - Purificação do SqMV 

O vírus do SqMV foi purificado de acordo com o método descrito por 

Lima & Amaral (1985) com algumas modificações. 

As plantas de C melo híbrido 'Hy Mark' foram mecanicamente 

inoculadas com SqMV, dez dias após o plantio, em vasos mantidos em casa de 

vegetação. Para a purificação, o tecido foliar foi coletado 15 dias após a 

inoculação do vírus e macerado em liquidificador comum, na presença de 

tampão fosfato de potássio 0,5 M, pH 7,5, contendo 0,5% do anti-oxidante 

sulfito de sódio (NaSO3), na proporção de 1:2 (p/v). Após a maceração, o 

material foi filtrado em gaze dupla para eliminação dos fragmentos maiores da 

planta. O extrato obtido foi submetido a uma clarificação com 8% de n-butanol 

por 3h a temperatura de 4 °C, sob leve agitação. Em seguida a mistura foi 

submetida a uma centrifugação de 10.000g durante 10min. 0 precipitado foi 

descartado e ao sobrenadante adicionou-se 8% de PEG.(pm 6.000) e NaCI 0,1 

M com o objetivo de precipitar o vírus. Essa mistura foi levemente agitada por 

60min à 4°C, em seguida foi centrifugada à 14.000 durante 12 min em Rotor 

GSA. O precipitado foi suspenso em 25mL de tampão fosfato 0,05 M pH 7,5, 

agitado por 40 min e submetido a uma nova centrifugação à 10.000g por 

10min. 0 precipitado foi descartado e o sobrenadante contendo o vírus foi 

submetido a mais três ciclos de precipitação com PEG, como foi descrito 
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anteriormente. Após as etapas de precipitação com PEG, o sobrenadante final 

contendo o vírus foi submetido a uma ultracentrifugação de 120.000 g por 90 

min. 

O precipitado final, contendo o vírus, foi ressuspendido em 3 mL de 

tampão Tris -HCI 0,02 M pH 8,2. A suspensão final, encerrando o vírus, foi 

examinada no espectrofotômetro onde foi calculada sua concentração na 

suspensão. 

A suspensão obtida foi dividida em alíquotas de 1 mL, 

acondicionadas e mantidas à temperatura de -4 °C, até o momento de ser 

utilizada. 

3.3.3 - Purificação do CMV 

O vírus foi multiplicado em C. pepo 'Caserta' para posterior 

purificação. As folhas das plantas de 'Caserta', oito dias após o plantio, foram 

inoculadas com o isolado de CMV. Quinze dias após a inoculação as folhas, 

sistemicamente infectadas, foram coletadas para a purificação do vírus. O vírus 

foi extraído em tampão fosfato de potássio 0,5 M pH 7,5 contendo 1 mM de 

EDTA e 0,1% de Na2SO3  na proporção de 1 g de tecido foliar para 1 mL 

tampão. O extrato foliar foi clarificado com clorofórmio na proporção de 1:1, 

seguido de centrifugação de 12.000 g por 10 min. O vírus foi precipitado com 

8% de PEG (p/v) e ressuspendido em tampão de borato de sódio 5 mM com 

EDTA, contendo 2% de triton X-100. Após uma clarificação de 18.000 g por 15 

min, o vírus foi precipitado por ultracentrifugação à 130.000 g durante 1h e 40 

min. Uma purificação adicional foi efetuada mediante centrifugação em 

gradiente de densidade em equilíbrio de Cs2SO4. 

A suspensão final, encerrando o vírus, foi examinada no 

espectrofotômetro para o cálculo da concentração viral na suspensão. 

A suspensão obtida foi dividida em alíquotas de 1 mL, acondicionadas 

e mantidas à temperatura de -4 °C, até o momento de ser usado. 
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3.3.4 - Purificação do Potyvirus 

Para o processo de purificação, utilizou-se basicamente, o método 

adotado por Purcifull & Hiebert (1979) com algumas modificações. As 

centrifugações utilizadas nos processos de purificação utilizadas nos processos 

de purificação foram realizadas na centrifuga Sorval RC-5B e na centrifuga 

Beckman L7-55, respectivamente. 

A etapa inicial consistiu da maceração das folhas em liquidificador 

comum, na presença de tampão fosfato de potássio 0,5 M pH 7,5, acrescido de 

0,5% de NaS03, na proporção de 1,0 g de tecido foliar infectado para 2,0 mL de 

tampão. Depois de filtrado em gaze dupla, o extrato foi clarificado e 

homogeneizado com 8% de n-butanol, através de agitação lenta e constante por 5 

h e centrifugado à 6.000 g durante 10 min. Ao sobrenadante recolhido, adicionou-

se 8% de PEG, 3% de triton X-100 e NaCI 0,1M, sendo a mistura submetida a 

agitação lenta durante 60 min. Em seguida, o vírus foi precipitado através de uma 

centrifugação de 12.000 g por 10 min e ressuspendido em tampão fosfato de 

potássio 0,02 M, pH 8,2 e, em seguida, submetido a uma ultracentrifugação de 

80.000g por 2horas e 40min em colchão de sacarose a 30%. 

3.4 - Caracterização das Proteínas dos Vírus 

3.4.1 - Análise espectofotométrica 

3.4.1.1 - Preparação viral purificada - TMV 

A suspensão final, encerrando o vírus, foi diluída na proporção de 

1:10 em tampão Tris 0,02 M, pH 8,2 e analisada em um espectrofotômetro 

VARIANT DMS-70, na faixa de comprimento de onda de 240 a 310 nm. Sua 

concentração foi calculada na suspensão, por meio da densidade ótica, obtida 

no comprimento de onda 260 nm e coeficiente de extinção igual a 3,0 o qual é 

utilizado para média das partículas virais do gênero dos Tobamovirus (Lima & 

Chagas, 1974). 
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3.4.1.2 Preparação viral purificada - SqMV 

A suspensão contendo o vírus purificado foi diluída na proporção de 

1:50 em tampão Tris-HCI 0,02 M, pH 8,2 e analisada em um espectrofotômetro 

VARIANT DMS-70, usando-se a faixa de comprimento de onda de 240 a 310 

nm. Sua concentração foi calculada usando-se um coeficiente de extinção igual 

a 8,1 o qual é utilizado como média para as partículas virais do gênero dos 

Comovírus (Bruening, 1978). 

3.4.1.3 - Preparação viral purificada - CMV 

A suspensão contendo o vírus foi diluída na proporção de 1:50 em 

tampão Tris-HCI 0,02 M, pH 8,2 e analisada em um espectrofotômetro 

VARIANT DMS - 70, utilizando-se a faixa de comprimento de onda de 220 a 

340 nm Sua concentração foi calculada usando-se um coeficiente de extinção a 

260 nm igual a 5,0, o qual é utilizado como média para as partículas virais do 

gênero dos cucumovirus (Francki et al., 1979). 

3.4.1.4 - Preparação viral purificada - CABMV 

A suspensão contendo o vírus foi diluída na proporção de 1:10 em 

tampão Tris-HCI 0,02 M, pH 8,2 e analisada em um espectrofotômetro 

VARIANT DMS - 70, utilizando-se a faixa de comprimento de onda de 220 a 

340 nm Sua concentração foi calculada usando-se um coeficiente de extinção a 

260 nm igual a 2,8 obtido para o PVY determinado por Stace-Smith & Tremaine 

(1980). 

3.4.2 - Dosagem de proteínas dos vírus 

A dosagem de proteína da suspensão viral de cada vírus em estudo 

foi determinada pelo método de Bradford (1976). A concentração de proteínas 

do capsídeo viral de cada vírus foi estimada com relação a uma curva-padrão 

obtida com albumina sérica bovina. 
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3.4.3-Eletroforese das proteínas dos vírus 

A proteína do capsídeo de todos os vírus em estudo foi analisada 

através de eletroforese em gel de poliacrilamida, contendo dodecil sulfato de 

sódio (SDS), de acordo com o método descrito por Laemmli (1970), adaptado 

para uso de placas de vidro (10x7,2mm). O "stacking" gel de concentração 4% 

(duas placas) foi preparado com 3,68 mL de água destilada, 0,65 mL de bis-

acrilamida (30%), 0,63 mL de Tris-HCI 1 M pH 6,8, 50µL de SDS 10% (p/v), 

5µL de Tetramethilenodiamine-(Temed) e 25 µLde persulfato de amônio 10% 

(p/v). 0 gel de separação a 17,5% foi composto de 1,45 mL de água destilada, 

2,5 mL tampão Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, 100 µL de SDS 10% (p/v), 5,83 mL de 

bis-acrilamida (30%), 8,5 µL de (Temed) e 85 µL de persulfato de amônio a 

10%. 

3.4.3.1 - Preparação das amostras protéicas do TMV 

As amostras protéicas foram preparadas a partir de 0,6 e 0,3 µL de 

uma suspensão (1,74 mg/mL) de vírus adicionadas em tubos "eppendorf' 

contendo 11,4 e 11,74 de tampão da amostra Tris-HCl 0,5 M, pH 6,8;SDS 

10% (p/v); glicerol 20% (v/v); p-mercaptoetanol 4% (v/v) e Azul de Bromofenol 

2% (plv) seguindo-se aquecimento a 100 °C durante 2 min. 

Alíquotas de 12 µL dessas amostras, correspondendo a 1,0 e 0,5 µg 

de proteína de capsídeo viral foram aplicadas aos géis de poliacrilamida. 

3.4.3.2 - Preparação da amostra protéica do SqMV 

A amostra protéica foi preparada a partir de 0,3 µL de uma 

suspensão (4,0 mg/mL) de vírus adicionadas em tubo "eppendorf' contendo 

11,7 µL de tampão da mostra Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8; SDS 10% (p/v); glicerol 

20% (v/v); p-mercaptoetanol 4% (v/v) e Azul de Bromofenol 2% (p/v) seguindo 

aquecimento a 100 °C durante 2 min. Aliquotas de 12 µL dessa amostra, 

correspondendo a 1,2 µg de proteína de capsídeo viral foram aplicadas aos 

gels de poliacrilamida. 
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3.4.3.3 - Preparação das amostras protéicas do CMV 

As amostras protéicas foram preparadas a partir de 0,6 e 0,3 µL de 

uma suspensão (3,44 mg/mL) de vírus adicionadas em tubo "eppendorf' 

contendo 11,4 e 11,7 µL de tampão da amostra Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8; SDS 

10% (p/v); glicerol 20% (v/v); 13-mercaptoetanol 4% (v/v) e Azul de Bromofenol 

2% (p/v) seguindo-se aquecimento à 100 °C durante 2 min. 

Alíquotas de 12 µL dessas amostras, correspondendo a 2 e 1 µg de 

proteína de capsídeo viral foram aplicadas aos geis de poliacrilamida. 

3.4.3.4 - Preparação das amostras protéicas do CABMV 

As amostras protéicas foram preparadas a partir de 0,6 µL de uma 

suspensão (0,918 mg/mL) de vírus adicionadas em tubo "eppendorf' contendo 

11,4 µL de tampão da amostra Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8; SDS 10% (p/v);glicerol 

20% (v/v); (3-mercaptoetanol 4% (v/v) e Azul de Bromofenol 2% (p/v) seguindo-

se aquecimento à 100 °C durante 2 min. 

Alíquotas de 12 µL dessas amostras, correspondendo a 0,4 µg de 

proteína de capsídeo viral foram aplicadas aos géis de poliacrilamida. 

Todas as eletroforeses transcorreram à temperatura ambiente, 

aproximadamente 25 °C em tampão Tris-glicina pH 8,0 (glicina 250 mM; Tris-

base 25mM; SDS 0,1%(p/v)), a 150 volts e 40 mA (constante), até que o azul 

de bromofenol saísse do gel separador. Foi utilizada uma fonte regulável de 

corrente contínua, BIO RAD. Para visualização das bandas, o gel foi corado, 

por imersão, em uma solução contendo 0,25% de "Comassie Brilhante Blue R-

250" (SIGMA), 40% de metano1,10% de ácido acético e água destilada durante 

15 min. O descoramento do gel foi realizado com solução contendo 7% de 

ácido acético, 30% de metanol e água destilada. 

Como padrão de massa molecular foram utilizados: albumina sérica 

bovina (BSA) com 66 kDa, ovalbumina 45 kDa, gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase 36 kDa, anidrase carbonica 29 kDa, tripsinogênio 24 kDa, 
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inibidor de tripsina 20,1 kDa e a-Lactalbumina 14,2 kDa. 

3.5 - Inoculação dos Vírus em Chenopodium amaranticolor 

Todos os vírus (TMV, CMV, SqMV e CABMV), depois de purificados, 

foram inoculados separadamente em plantas de C.amaranticolor (hospedeira 

de lesão necrótica local), para serem testados quanto a sua capacidade de 

causar infecção. A inoculação também foi feita em folhas de C_amaranticolor 

quando os vírus foram termo-inativados, por 10 min a 100 °C, para verificação 

da capacidade infectante dos mesmos. 

3.6 - Preparação do Adjuvante 

Foi utilizado o gel de Hidróxido de alumínio, Al(OH)3, devido o seu 

forte poder de adsorção de proteínas e por representar o melhor adjuvante 

para uma resposta imunológica do tipo IgE (Prouvoust - Danon et al., 1966). 0 

gel foi preparado, adicionando-se 15 g de sulfato de amônio e alumínio 

(AINH4(SO4)2 12 H2O) em 180 mL de H2O destilada, sendo em seguida 

acrescentados 75 mL de NaOH 1 N, gota a gota. A solução ficou em repouso 

por 24 h, formando um precipitado de Al(OH)3. O precipitado foi suspenso em 

200 mL de água destilada e, em seguida, centrifugado à 2000 g durante 20 

min. Essa operação foi repetida por cinco vezes. Após a última centrifugação o 

precipitado foi ressuspenso em 15 mL de água destilada a fim de obter um gel 

espesso, porém pipetável, tendo-se o cuidado de fazer uma boa 

homogeneização para evitar a formação de grumos. 

Para determinação do peso seco, foram tomadas alíquotas de 1mL 

da suspensão, as quais foram colocadas em estufa a 100-  °C durante 24 h. Em 

seguida, foi determinada a concentração na alíquota. 

O gel foi ajustado para uma concentração de 1 mg/mL com NaCI 

0,15 M e adicionadas as doses do vírus (TMV). Cada animal recebeu uma dose 

de 200 µL da mistura contendo 200 µg de adjuvante A I(OH)3  e 100 µg do 

vírus. 
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3.7 - Imunização com os Diferentes Vírus 

3.7.1 - Imunização com TMV 

O TMV foi utilizado para induzir resposta imune em camundongos 

através de 3 diferentes vias. 

3.7.1.2 - Imunização por via subcutânea com as proteínas do TMV 

Dois grupos de cinco camundongos "Swiss" (fêmeas) com sete a oito 

semanas de idade foram imunizados por via subcutânea, na região dorsal, com 

dose de 100 pg de proteína dos capsídeos do vírus, tendo como adjuvante o 

gel de hidróxido de alumínio Al(OH)3  na concentração de 1 mg/mL, como 

descrito anteriormente. Os animais receberam reforços com 21 e 35 dias após 

o início da imunização. Todos os animais foram sangrados com 7, 14, 21, 28, 

35 e 42 dias após o início da imunização. 

3.7.1.3 - Imunização oral com o extrato total de plantas de Nicotiana 

bentamiana sadia e infectada com o TMV 

Grupos cinco camundongos "Swiss" foram imunizados por via oral, 

com doses dos extratos como descrito anteriormente, com o auxílio de uma 

sonda. Cada animal recebeu diariamente, uma dose de 0,2 mL do extrato 

contendo 100 pg de proteínas durante dez dias consecutivos. Os animais não 

receberam reforços. As amostras de sangue foram coletadas com pipeta 

Pasteur no plexo retro-orbital dos camundongos, com 7, 14, 28, 35 e 42 dias 

após o término da imunização. 

Outro grupo de cinco camundongos "Swiss" (fêmeas com dois meses 

de idade) também foi imunizado por via oral através de uma sonda com extrato 

de planta sadia. Os animais receberam 0,2 mL do extrato contendo 100 pg de 

proteínas durante dez dias consecutivos. As amostras de sangue foram 

coletadas com pipeta de Pasteur no plexo retro-orbital dos camundongos. A 

sangria ocorreu nos mesmos dias da sangria dos animais imunizados com o 

extrato de planta infectada. 



3.7 1.4 - Imunização oral com o TMV purificado 

Camundongos "Swiss" (grupos de cinco fêmeas com dois meses de 

idade) foram imunizados pela via oral com dez doses de 200 pI de uma 

suspensão de vírus purificado, contendo 100 pg de proteínas do capsídeo viral, 

com o auxílio de uma sonda. As doses foram ministradas durante dez dias 

consecutivos. Não foi dado nenhum reforço. Os animais foram sangrados pelo 

plexo retro-orbital, para obtenção dos anti-soros, com 7, 14, 21, 35 e 42 dias 

após o término da alimentação. 

3.7.1.5 - Imunização oral com o TMV purificado termo-inativado 

Camundongos "Swiss" (grupos de cinco fêmeas com dois meses de 

idade) foram imunizados pela via oral com dez doses de 200 pl de uma 

suspensão de vírus purificado, contendo 100 pg de proteínas do capsídeo viral. 

A suspensão viral foi previamente submetida à temperatura de 100°C por 

10min para desnaturação e as alíquotas contendo 100 pg de proteínas do 

capsídeo viral foram administradas aos animais com o auxílio de uma sonda. 

As doses foram ministradas durante dez dias consecutivos. Não foi dado 

nenhum reforço. Os animais foram sangrados pelo plexo retro-orbital, para 

obtenção dos anti-soros, com 7, 14, 21, 35 e 42 dias após o término da 

alimentação. 

3.7.1.6 - Imunização nasal com o TMV purificado 

Um grupo de cinco camundongos "Swiss" foi imunizado pela via 

nasal com o auxílio de uma seringa de Hamilton. Cada animal recebeu, durante 

10 dias consecutivos, uma dose de 2,5 pL de uma suspensão de vírus 

purificado, contendo 10 pg de proteínas do capsídeo viral. Os animais foram 

sangrados nos dias 7, 14, 21,28, 35 e 42, a contar do início da imunização. Os 

animais não receberam doses de reforço. 

32 
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3.7.2 - Imunizações com SqMV, CMV e CABMV 

3.7.2.1 - Imunização oral com os vírus purificados: SqMV, CMV e CABMV 

Três grupos de camundongos "Swiss", contendo cada grupo cinco 

fêmeas com dois meses de idade, foram imunizados pela via oral com dez 

doses de 200 pi de cada suspensão de vírus purificado (CMV, SqMV e 

CABMV), contendo 50pg (CABMV) e 100 pg (CMV e SqMV) de proteínas do 

capsídeo viral, com o auxilio de uma sonda. Cada grupo de cinco animais 

recebeu apenas um tipo de vírus. As doses foram ministradas durante dez dias 

consecutivos. Não foi dado nenhum reforço. Os animais foram sangrados pelo 

plexo retro-orbital, para obtenção dos anti-soros, com 7,14, 21, 28, 35 e 42 dias 

após o término da alimentação. 

3.7.2.2 - Imunização oral com os vírus SqMV e CMV purificados e termo-

inativados 

Camundongos "Swiss" (dois grupos de cinco fêmeas com dois meses 

de idade) foram imunizados pela via oral com dez doses de 200 pl de uma 

suspensão de vírus purificado (SqMV -grupol e CMV-grupo2), contendo 100 

pg de proteínas do capsídeo viral em cada dose. A suspensão viral foi 

previamente submetida à temperatura de 100 °C por 10 min para desnaturação 

e as alíquotas contendo 100 pg de proteínas do capsídeo viral foram 

administradas aos animais com o auxílio de uma sonda. As doses foram 

ministradas durante dez dias consecutivos. Não foi dado nenhum reforço. Os 

animais foram sangrados pelo plexo retro-orbital, para obtenção dos anti-soros, 

com 7,14, 21, 35 e 42 dias após o término da alimentação. 

3.7.2.3 - Imunização nasal com os vírus purificados: SqMV e CMV 

Dois grupos de cinco camundongos swiss foram imunizados com os 

vírus SqMV e CMV pela via nasal, com o auxílio de uma seringa de Hamilton. 

Cada grupo recebeu, durante 10 dias consecutivos, uma dose de 2,5 pL de 

uma suspensão de vírus purificado, contendo 10 pg de proteínas do capsídeo 
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viral de apenas um dos dois vírus. Os animais foram sangrados nos dias 7, 14, 

21, 28, 35 e 42 dias, a contar do início da imunização. 

3.8 - Coleta dos Soros 

As amostras de sangue foram coletadas com pipetas pasteur por 

punção no plexo retro-orbital dos camundongos. O "pool" de sangue foi deixado 

em repouso durante uma hora à temperatura ambiente, para retração do 

coágulo. A seguir, o soro foi recolhido e centrifugado a 3.000 g por 10 min para 

que ficasse livre de elementos figurados do sangue. Os soros obtidos foram 

armazenados a - 20 °C. Este procedimento foi adotado para todos os 

experimentos. 

3.9 - Sorologia 

3.9.1 - Imunodifusão em agar (OUCHTERLONY) 

Os anticorpos obtidos das diferentes imunizações com os vírus TMV, 

SqMV, CMV e CABMV foram testados em testes sorológicos de dupla difusão 

em Agar (Outchterlony, 1962). Os anti-soros obtidos das imunizações com 

TMV e SqMV foram testados em meio constituído por 0,85% de agar noble, 

0,85% de cloreto de sódio (NaCI) e 0,05% de azida de sódio (NaN3)(Almeida & 

Lima, 2001). Os anti-soros obtidos das imunizações com CMV e CABMV foram 

testados em meio constituído por 0,8% de agar noble, 1,0% de azida de sódio 

(NaN3) e 0,5% de dodecil sulfato de sódio (SDS),seguindo a metodologia 

descrita por Purcifull & Bathcherlor (1977) e Almeida & Lima (2001). 

Para a realização dos testes de dupla difusão em Agar, foram 

abertos orifícios em arranjo de forma hexagonal, constituído de um orifício 

central e seis periféricos em meio de Agar contido em placas de Petri, de modo 

que, nos orifícios externos fossem colocados: o extrato de planta infectada da 

espécie vegetal na qual o respectivo vírus foi purificado; o extrato de planta 

sadia e o vírus purificado dado aos animais e no centro o anti-soro obtido da 

imunização dos camundongos. As placas foram mantidas em câmara úmida à 
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temperatura de 37 °C por um período de 12 à 18 h em incubadora BDO e 

observadas quanto à presença de faixas de precipitação resultantes das 

combinações específicas de antígeno e anticorpo. 

3.9.2 - ELISA 

Os anticorpos específicos obtidos para os seguintes vírus: TMV, 

SqMV, CMV e CABMV foram submetidos a teste de ELISA indireto (Enzyme 

Linked Immunosorbent Assay). Para esses ensaios as placas (U96-

POLYSORP - NUNC-IMMUNO PLATE BATCH 016181) foram sensibilizadas 

com extrato de planta sadia da espécie vegetal no qual o vírus foi purificado 

(EPS-10 pg/orifício), com extrato de planta infectada (EPI) com o respectivo 

vírus em análise (10 pg/orifício) e com o respectivo vírus purificado (6 

pg/orifício). Todos os antígenos foram diluídos em tampão de carbonato de 

sódio 50 mM, pH 9,6, sendo usado 100 pI em cada poço. As placas foram 

incubadas por uma noite à temperatura de 4 °C. Em seguida, as placas foram 

lavadas com PBS (NaCI, KH2PO4, Na 2HPO4.12H20 e KCI) - Tween (0,05%) e 

bloqueadas por 2 h a uma temperatura de 37 °C com PBS - Molico a 5%. Após 

a lavagem das placas, foram adicionados os anticorpos (obtidos de 

camundongos imunizados por via subcutânea, oral e nasal) diluídos em tampão 

de bloqueio variando na faixa de (1:25 a 1:200) conforme a via de imunização 

utilizada. Em seguida as placas foram incubadas durante uma noite à 

temperatura de 4 °C. As placas foram novamente lavadas e em cada uma foi 

adicionado o conjugado de imunoglobulinas "anti-camundongo" (Dako n° P 

260. DK-2600 Glostrup Denmark) ligadas à peroxidase, em uma diluição de 

1:1000, por 2 h à temperatura de 37 °C. A seguir as placas foram lavadas com 

PBS - Tween. A reação foi desenvolvida por adição de orthophenylediamine 

(OPD) após a placa ter sido incubada por 30 min à temperatura de 37 °C. A 

intensidade da reação foi avaliada espectrofotometricamente em um 

comprimento de onda de 492 nm com um micro Elisa Labystems Multiskam 

MS. 

Os títulos dos anticorpos foram determinados por ELISA e os 

resultados expressos como ELISA* (escores de ELISA*absorbância 492 nm) e 

obtidos pela multiplicação por 1000 dos valores das medias das leituras de 
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absorbância de cada grupo associados aos seus respectivos erros padrões 

para cada dia de coleta de antissoro, de acordo com a metodologia de 

VERDOLIN et al., 2001. Os títulos dos anticorpos no soro dos animais não 

imunizados, usados como controle, praticamente, não sofreram alterações ao 

longo do período de 42 dias em que os animais imunizados foram sangrados e 

apresentaram escores de ELISA* com valores próximos de zero. 

3.9.3 - Reações de anafilaxia cutânea passiva (PCA) 

A determinação dos títulos de anticorpos da classe IgE foi feita por 

reações de anafilaxia cutânea passiva como descrito por OVARY (1952) e 

modificada por MOTA & WONG (1969). 

Os títulos de PCA foram definidos como logaritmo na base 2 do 

inverso da diluição máxima do antissoro (Dmax.) capaz de provocar uma reação 

cutânea passiva. 

Título de PCA = Log21 /Dmáx. 

3.9.3.1 - Detecção de IgE por PCA em ratos 

A determinação dos títulos dos anticorpos do tipo IgE foi feita com 

ratos albinos machos. A pele da região dorsal dos animais foi depilada sob leve 

anestesia com éter e injetada intradermicamente em pontos previamente 

marcados com os anticorpos diluídos na proporção de 1:2 com solução salina 

0,15 M Os anticorpos utilizados foram obtidos com animais imunizados pela via 

oral com cada um dos vírus purificados (TMV, CMV e SqMV), com o extrato de 

N. benthamiana contendo o TMV e com o extrato de N.benthamíana sadia. Já 

com os soros dos animais imunizados pela via subcutânea, foram utilizados 

aqueles obtidos quando o desencadeamento da resposta imune foi realizada 

com o TMV e com o TMV com adjuvante (Al(OH)3). Todos os soros utilizados 

neste experimento foram coletados com 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias depois da 

sensibilização. Após um período de latência de 18 a 20h, cada rato recebeu por 

via endovenosa, na veia peniana, 1 mL de azul Evans a 0,5% em solução 

salina contendo 1 mg de proteína dos capsideos viral dos vírus: TMV, CMV e 
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SqMV dependendo da sensibilização prévia com o anti-soro que cada um tinha 

recebido. Nas mesmas condições, outros ratos receberam, também na veia 

peniana, o extrato total de folhas de N. benthamiana infectada com o vírus e o 

extrato de folhas da planta sadia. Cada teste foi realizado em duplicata. Depois 

de 30 min, os ratos foram sacrificados com éter e a pele dissecada para a 

leitura da reação. As reações, quando existentes, são observadas através de 

manchas azuladas provocadas pelo extravasamento do corante nos locais das 

aplicações dos anticorpos. 

3.10 - Análise Estatística 

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk, para 

verificar se os títulos de anticorpos apresentaram distribuição normal, e aos 

testes de Levene e de Bartlett para confirmar a existência de homogeneidade 

de variância (homocedasticidade) entre os tratamentos. Os dados não 

configuraram distribuição normal, nem mesmo quando submetidos a diversos 

tipos de transformação (logarítmica, angular e radicial), nem houve 

homocedasticidade entre os tratamentos. Desse modo, as duas premissas 

fundamentais para a realização de uma análise de variância não foram 

atendidas (Sampaio, 2002). Em virtude disso, os dados foram analisados 

através do teste não paramétrico de FRIEDMAN (SAS, 1999). 



4 — RESULTADOS 

4.1 — Sintomatologia Ocasionada pelos Vírus nas Hospedeiras Específicas 

Usadas para Multiplicação. 

O TMV foi multiplicado em N. benthamiana, e os sintomas sistêmicos 

cinco dias após a inoculação, foram caracterizados por mosaico severo, 

necroses e murcha, seguido da morte das plantas (FIGURA 1). 

Os sintomas sistêmicos do CMV em C. pepo manifestaram-se 15 a 

18 dias após a inoculação na forma de mosaico severo, enrolamento das 

folhas, atrofia no desenvolvimento da planta, deformações foliares e 

bolhosidade (FIGURA 2). 

O SqMV foi multiplicado em C. melo híbrido 'Hi Mark', na qual os 

sintomas sistêmicos manifestam-se, após 15 dias da inoculação, 

caracterizados por mosaico (FIGURA 3). 

Os sintomas sistêmicos do CABMV em V. unguiculata, usada como 

hospedeira de multiplicação, foram caracterizados por: mosaico severo, 

deformações foliares, bolhosidades e atrofia no desenvolvimento da planta 

(FIGURA 4). 

4.2 - Caracterização das Preparações Virais Purificadas 

4.2.1 - Análise espectrofotométrica das preparações virais purificadas 

O espectro de absorção ultravioleta da suspensão purificada do TMV 

apresentou características de nucleoproteínas, com o máximo de absorção a 

260 nm (Amax = 1,154) com 3,85 mg/mL (FIGURA 5). 

O espectro de absorção ultravioleta da suspensão purificada do 
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FIGURA 1 - A — Nicothiana.benthamiana infectada pelo TMV. 

B - N.benthamiana sadia 
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FIGURA 2 - A — Curcubita. pepo cv caserta infectada pelo CMV 

B - C. pepo cv caserta sadia 
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FIGURA 3 - A - Cucumis. melo híbrido 'Hy Mark' infectada SgMV 
B - C. melo híbrido 'Hy Mark' sadia 
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FIGURA 4 - A - Vigna .unguiculata infectada pelo CABMV 

B — V .unguiculata sadia 
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FIGURA 5 - Espectro de absorção ultravioleta de suspensão purificada de TMV 
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CMV, apresentou características de nucleoproteínas, com o máximo de 

absorção a 260 nm (Amax = 0,407) com 4,07 mg/mL (FIGURA 6). 

O espectro de absorção ultravioleta da suspensão purificada do 

SqMV apresentou características de nucleoproteínas, com o máximo de 

absorção a 260 nm (Amax = 1,608) com 11,47 mg/mL (FIGURA 7). 

O espectro de absorção ultravioleta da suspensão purificada do 

CABMV, apresentou características de nucleoproteínas, com o máximo de 

absorção a 260 nm (Amax = 0,558) com 9,85 mg/mL (FIGURA 8). 

4.2.2 - Análise por eletroforese em sistema SDS-PAGE dos vírus nativos e 

termo-inativados. 

O perfil eletroforético em SDS-PAGE das proteínas do capsídeo do 

TMV revelou a migração de uma única banda com massa molecular estimada 

em 17 kDa. O mesmo perfil eletroforético foi também revelado pelo TMV termo-

inativado a 100 °C por 10 min (FIGURA 9). 

O perfil eletroforético em SDS-PAGE das proteínas do capsídeo do 

CMV revelou a migração de uma única banda com massa molecular estimada 

em 29 kDa. O mesmo perfil eletroforético foi também revelado pelo CMV termo-

inativado a 100 °C por 10 min (FIGURA 10). 

O perfil eletroforético em SDS-PAGE das proteínas do capsídeo do 

SqMV revelou a migração de duas bandas com massas moleculares estimadas 

em 21 kDa e 43 kDa. O mesmo perfil eletroforético foi também revelado pelo 

SqMV termo-inativado a 100 °C por 10 min (FIGURA 11). 

O perfil eletroforético em SOS-PAGE das proteínas do capsídeo do 

CABMV revelou a migração de uma única banda com massa molecular 

estimada em 35 kDa. O mesmo perfil eletroforético foi também revelado pelo 

SqMV termo-inativado a 100 °C por 10 min (FIGURA 12). 
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FIGURA 6 - Espectro de absorção ultravioleta de suspensão purificada de CMV 
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FIGURA 7 - Espectro de absorção ultravioleta de suspensão purificada de SqMV 
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FIGURA 8 - Espectro de absorção ultravioleta de suspensão purificada de CABMV 
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FIGURA 9 - Perfil eletroforético da subunidade protéica do capsídeo do TMV, em 

SDS-PAGE a 17%. Linhas: 1 — Padrões de massas moleculares aparentes, linhas: 

2 — TMV purificado e linhas 3 — TMV purificado termo-inativado. 
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FIGURA 10 - Perfil eletroforético da subunidade protéica do capsídeo do CMV, em 

SDS-PAGE a 17%. Linhas: 1 — Padrões de massas moleculares aparentes, linha 2 

— CMV purificado e linha 3 — CMV termo-inativado. 
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FIGURA 11 - Perfil eletroforético das subunidades protéicas dos capsídeos do 

SqMV, em SDS-PAGE a 17%. Linha: 1 — Padrões de massas moleculares, linha 2 —

SqMV purificado e linha 3 — SqMV termo-inativado. 
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FIGURA 12 - Perfil eletroforético da subunidade protéica do capsídeo do CABMV, 

em SDS-PAGE a 17%. Linha: 1 — Padrões de massas moleculares aparentes e 

linha 2 — CABMV purificado. 
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4.2.3 - Análise da sintomatologia ocasionada pelos vírus nativos e termo-

inativados 

Os vírus purificados e inoculados, individualmente, em suas 

respectivas hospedeiras induziram o aparecimento dos sintomas sistêmicos 

característicos de cada vírus e inúmeras lesões necróticas locais quando 

inoculados em C. amaranticolor, mostrando que os mesmos, após os 

processos de purificação, não perderam sua capacidade infectiva. Após à 

termo-inativação, nenhum dos vírus induziu lesões necróticas locais em C 

amaranticolor, indicando a perda da capacidade infectiva (FIGURA 13). 

4.3 - Avaliação da Resposta Imunológica Humoral de Camundongos 

"Swiss" aos Virus 

4.3.1 - Avaliação por dupla difusão em agar da resposta imunológica de 

camundongos imunizados por diferentes vias 

4.3.1.1 - Imunização por via subcutânea 

Os anticorpos policlonais obtidos com a imunização dos 

camundongos com 100 pg de TMV purificado sem e com o adjuvante Al(OH)3, 

por via subcutânea, apresentaram reatividade específica contra o vírus 

purificado e contra o extrato de planta infetada pelo mesmo. Nenhuma reação 

foi obtida contra o extrato de plantas sadias (FIGURA 14). 

4.3.1 2 - Imunização por via oral com TMV nativo e termo-inativo 

A reatividade qualitativa dos anticorpos policlonais de camundongos 

imunizados por via oral, contra o extrato de N. benthamiana infetada ou contra 

o TMV purificado, foi detectado apenas até a diluição 1:2 (FIGURA 15 A e B). 

Nenhuma reação foi observada contra o extrato de plantas sadias de N. 

benthamiana (FIGURA 15 C). 

Nenhuma reatividade qualitativa do anticorpo policlonal de 



~<{ :.. 
.....:........:............. 	... 	 ................................~::f.. 

53 

FIGURA 13 - Folhas de Chenopodium amaranticolor 

A - inoculada com TMV termo-inativado 

B — inoculada com TMV purificado 



v~Yuitw4.:>F~p~%^:;n:mt~~%'~i{~rï•':: r.,s4u:; 
-"—'___________'.___.._;c-i#. .. ,.-........'-"---•--'.:::-- 	

...... 
.,~.,-... - 	- 	- 	:•>:o•. c:, 

54 

FIGURA 14 - Teste de imunodifusão dupla em meio de Agar demonstrando a 

especificidade dos antissoros obtidos de camundongos imunizados com TMV puro 

e com o TMV mais o adjuvante Al(OH)3. Orifícios centrais: A- anticorpos específicos 

para o TMV obtidos de camundongos imunizados com 100 pg de proteínas do 

capsídeo viral sem diluição. B - anticorpos específicos para o TMV obtidos de 

camundongos imunizados com 100 pg de proteínas do capsídeo viral e Al(OH)3 

sem diluição. Orifícios periféricos: V - 5pg de vírus purificado , N - Extrato de folhas 

de N. benthamiana infectada pelo vírus (1:2 plv) e S - Extrato de folhas de 

V.unguiculata sadia (1:2 p/v). 
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FIGURA 15 - Anticorpos específicos em soro de camundongos (28 dias após o 

termino da imunização), detectados por teste de imunodifusão dupla em Agar sem 

SDS. Os orifícios centrais contêm 10pL de soro sem diluição: (A)-soro de 

camundongos imunizados por via oral com TMV purificado na diluição 1:2; (B)-soro 

de camundongos imunizados por via oral com extrato de N. benthamiana infetada 

pelo TMV na diluição 1:2 e (C)-soro de camundongos imunizados por via oral com 

extrato de N. benthamiana sadia. Os orifícios periféricos contêm os antígenos: (V) - 

5pg de vírus purificado; (N) — extrato de folhas de N. benthamiana (1:2 p/v) 

infectada pelo vírus e (S) - extrato de folhas de N. benthamiana sadia (1:2 p/v). 
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camundongos imunizados por via oral com TMV inativado, contra o extrato de 

N. benthamiana infetada ou contra o TMV purificado, foi detectado. 

4.3.1 3 - Imunização por via oral com CMV nativo e termo-inativo 

A reatividade qualitativa dos anticorpos policlonais de camundongos 

imunizados por via oral, contra o extrato de C. pepo infetada ou contra o CMV 

purificado, foi detectado apenas até a diluição 1:2 (FIGURA 16 A e B). 

Nenhuma reação foi observada contra o extrato de plantas sadias C. pepo 

(FIGURA 16 C). 

Nenhuma reatividade qualitativa de anticorpo policlonal de 

camundongos imunizados por via oral com CMV termo-inativado, contra o 

extrato de C. pepo infetada ou contra o CMV purificado, foi detectado. 

4.3.1 4 - Imunização por via oral com SqMV nativo e termo-inativado 

A reatividade qualitativa dos anticorpos policlonais de camundongos 

imunizados por via oral, contra o extrato de C. melo infetada ou contra o SqMV 

purificado, foi detectado apenas até a diluição 1:2 (FIGURA 17 A e B). 

Nenhuma reação foi observada contra o extrato de plantas sadias de C. melo 

(FIGURA 17 C). 

Nenhuma reatividade qualitativa de anticorpo policlonal de 

camundongos imunizados por via oral com SqMV termo-inativado, contra o 

extrato de V. unguiculata infetada ou contra o SqMV purificado, foi detectado. 

4.3.1 5 - Imunização por via oral com CABMV nativo 

Nenhuma reatividade qualitativa do anticorpo policlonal de 

camundongos imunizados por via oral, contra o extrato de V. unguiculata 

infetada ou contra o CABMV purificado, foi detectado. 
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FIGURA 16 - Anticorpos específicos em soro de camundongos (35 dias após o 

termino da imunização), detectados por teste de imunodifusão dupla em Agar sem 

SDS. Os orifícios centrais contêm 104 de soro, na diluição 1:2: (A)-soro de 

camundongos imunizados por via oral com CMV purificado; (B)-soro de 

camundongos imunizados por via oral com extrato de C pepo cv caserta infectada a 

pelo CMV e (C)-soro de camundongos imunizados por via oral com extrato de 

sadia. Os orifícios periféricos contêm os antígenos: (V) -5pg de vírus purificado; (H) 
— extrato de folhas de C pepo cv caserta (1:2 p/v) infetada pelo vírus e (S) - extrato 
de folhas sadias de C pepo cv caserta (1:2 ply). 
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FIGURA 17 - Anticorpos específicos em soro de camundongos (28 dias após o 

termino da imunização), detectados por teste de imunodifusão dupla em Agar sem 

SDS. Os orifícios centrais contêm 10pL de soro, na diluição de 1:2: (A)-soro de 

camundongos imunizados por via oral com SqMV purificado; (B)-soro de 

camundongos imunizados por via oral com extrato de C. meio híbrido 'Hy Mark' 

infectada pelo SqMV e (C)-soro de camundongos imunizados por via oral com 

extrato de C. melo híbrido 'Hy Mark' sadia. Os orifícios periféricos contêm os 

antígenos: (V) -5pg de vírus purificado; (M) — extrato de folhas de C. meio híbrido 
`Hy Mark' (1/2 ply) infetada pelo vírus e (S) - extrato de folhas de C. melo híbrido 'Hy 
Mark' sadia (1/2 ply). 
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4.3.2 - Avaliação da resposta imunológica a diferentes tipos de vírus, por 

ELISA, com diferentes tipos de sensibilização da placa e 

diferentes vias de sensibilização 

4.3.2.1 - Imunizações com TMV 

As respostas imunes ao TMV purificado, ao extrato de planta infetada 

e ao extrato de planta sadia ministrados por via subcutânea foram testados 

com o uso das placas sensibilizadas com vírus purificado, com extrato de 

plantas infetadas e com o extrato de plantas sadias (FIGURAS 18, 19, 22 e 23; 

TABELAS 1, 2,3e4). 

4.3.2.1.1 - Imunização por via subcutânea: com 100 pg de TMV purificado, 

sem adjuvante testada em placa de ELISA sensibilizada com 

o vírus purificado 

A cinética da síntese de anticorpos específicos quantificados por 

ELISA, mostrou uma produção de anticorpos específicos com títulos de ELISA* 

variando em absorbância entre 0,4 e 0,7. Houve um pequeno aumento nos dias 

28 e 42 nos títulos ELISA*, provavelmente devido aos reforços dados nos dias 

21 e 35. Como controle utilizou-se o soro pré-imune que apresentou valores em 

ELISA* com absorbância atingindo 0,1 (FIGURA 20). 

4.3.2.1.2 - Imunização por via subcutânea: com 100pg de TMV purificado, 

associado ao adjuvante Al(OH)3, testada em placa de ELISA 

sensibilizada com o vírus purificado 

A cinética da síntese de anticorpos específicos quantificados por 

ELISA mostrou títulos de ELISA* variando em absorbância entre 0,3 e 0,6. 

Houve um pequeno aumento nos dias 28 e 42 nos títulos de ELISA*, 

provavelmente devido aos reforços dados nos dias 21 e 35. Como controle 

utilizou-se o soro pré-imune, que teve valores de ELISA* com absorbância em 

tomo de 0,1 (FIGURA 20). 
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Dias após a imunização 

FIGURA 18 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

subcutânea com TMV nativo com adjuvante, de acordo com o tipo de sensibilização 

da placa. 
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Dias após a imunização 

FIGURA 19 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

subcutânea com TMV nativo sem adjuvante, de acordo com o tipo de sensibilização 

da placa. 
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Dias após a imunização 

FIGURA 20 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

subcutânea com TMV nativo com e sem adjuvante, através de placas sensibilizadas 

com o vírus purificado. 



TABELA 1 - Resposta imunológica humoral de camundongos 'Swiss' imunizados por via subcutânea com TMV nativo sem adjuvante. 

Anti-soro Via 
Sensibilização 

da placa 

Títulos de anticorpos 

Dia 7 	Dia 14 	Dia 21 	Dia 28 	Dia 35 	Dia 42 

TMV 	Subcutânea 	EP Sadia 	0,091±0,015g 0,091±0,014g 0,093±0,017g 0,101±0,020g 0,101±0,022g 0,106±0,023g 

EP Infectada 	0,145±0,051ef 0,186±0,059de 0,178±0,056de 0,250±0,079d 0,228±0,076d 0,257±0,076d 

Vírus purificado 0,442±0,095bc 0,520±0,088abc 0,421±0,089c 0,544±0,083ab 0,519±0,082abc 0,638±0,080a  

Letras diferentes representam valores que são significantemente diferentes (p< 0,05) pelo teste de FRIEDMAN, comparados simultaneamente os tipos de 
sensibilização da placa e os dias de coletas de soro. 



TABELA 2 - Resposta imunológica humoral de camundongos 'Swiss' imunizados por via subcutânea com TMV nativo com adjuvante. 

Anti-soro 	Via Sensibilização 
da placa 

Títulos de anticorpos 

Dia 7 	Dia 14 	Dia 21 	Dia 28 	Dia 35 	Dia 42 

TMV+AI(OH)3 Subcutânea 
	

EP Sadia 	0,088±0,015g 0,104±0,021g 0,095±0,019g 0,106±0, 018g 0,102±0,020g 0,110±0,022g 

EP Infectada 	0,250±0,078f 0,323±0,080def 0,279±0,086ef 0,521±0,091c 0,501±0,093c 0,626±0,073a 

Vírus purificado 0,370±0,090d 0,477±0,085c 0,359±0,089de 0,540±0,092abc 0,530±0,090bc 0,604±0,084ab 

Letras diferentes representam valores que são significantemente diferentes (p< 0,05) pelo teste de FRIEDMAN, comparados simultaneamente os tipos de 
sensibilização da placa e os dias de coletas de soro. 



TABELA 3 - Resposta imunológica humoral de camundongos 'Swiss' imunizados por via subcutânea com extrato de N. benthamiana 
infetada com o TMV. 

Anti- 
soro 

Via Sensibilização 
da placa 

Títulos de anticorpos 

Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 35 Dia 42 

E.P. 
Infectada 

Subcutânea EP. Sadia 

EP. Infectada 

Vírus purificado 

0,147±0,058g 

0,264±0,071ef 

0,082±0,012g 

0,239±0,067ef 

0,372±0,075bc 

0,231±0,064f 

0,230±0,070f 

0,714±0,101a 

0,287±0,076def 

0,298±0,082def 

0,794±0,106a 

0,416±0,051b 

0,234±0,077ef 

0,703±0,094a 

0,351±0,080bcd 

0,302±0,084cde 

0,714±0,093a 

0,361±0,102bcd 

Letras diferentes representam valores que são significantemente diferentes (p< 0,05) pelo teste de FRIEDMAN, comparados simultaneamente os tipos de 
sensibilização da placa e os dias de coletas de soro. 



TABELA 4 - Resposta imunológica humoral de camundongos 'Swiss' imunizados por via subcutânea com extrato de N. benthamiana 
sadia. 

Anti- 
soro 

Via  Sensibilização 
da placa 

Dia 7 Dia 14 

Títulos de anticorpos 

Dia 21 	Dia 28 Dia 35 Dia 42 

E. P Subcutânea E.P. Sadia 0,138±0,055bcd 0,163±0,063abc 0,179±0,064abc 0,191±0,066ab 0,188±0,065abc 0,221±0,090a 
Sadia 

E.P. Infetada 0,137±0,054cde 0,161±0,059abc 0,170±0,062abc 0,163±0,064abc 0,171±0,062abc 0,211±0,090abc 

Vírus purificado 0,091±0,016e 0,098±0,016de 0,101±0,018de 0,100±0,023de 0,097±0,022de 0,099±0,017
de  

Letras diferentes representam valores que são significantemente diferentes (p< 0,05) pelo teste de FRIEDMAN, comparados simultaneamente os tipos de 
sensibilização da placa e os dias de coletas de soro. 



67 

4.3.2.1.3 - Imunização por via subcutânea: com 100 pg de TMV purificado, 

sem adjuvante testada em placa de ELISA sensibilizada com o 

extrato de N. benthamiana infetada com TMV 

A cinética da síntese de anticorpos específicos quantificados por 

ELISA mostrou títulos de ELISA* com absorbância variando entre 0,1 e 0,3. 

Houve um pequeno aumento nos dias 28 e 42 nos títulos ELISA*, 

provavelmente devido aos reforços dados nos dias 21 e 35. Como controle 

utilizou-se o soro pré-imune, que teve valores de ELISA* com absorbância em 

tomo de 0,1 (FIGURA 21). 

4.3.2.1.4 - Imunização por via subcutânea: com 100 pg de TMV purificado 

associado ao adjuvante AI(OH)3  testada em placa de ELISA 

sensibilizada com o extrato de N. benthamiana infetada com 

TMV 

A cinética da síntese de anticorpos específicos, quantificados por 

ELISA, demonstrou produção de anticorpos específicos com títulos de ELISA* 

variando entre 0,2 e 0,7. Houve um grande aumento nos dias 28 e 42 nos 

títulos de ELISA*, provavelmente devido aos reforços dados nos dias 21 e 35. 

Como controle utilizou-se o soro pré-imune que teve valores de ELISA* com 

absorbância em tomo de 0,1 (FIGURA 21). 

4.3.2.1.5 Imunização por via subcutânea: com 100 pg de extrato foliar 

infectado por TMV testada em placa de ELISA sensibilizada 

com vírus purificado 

A cinética da síntese de anticorpos específicos quantificados por 

ELISA, demonstrou que houve baixa produção desses anticorpos com títulos 

de ELISA* variando em absorbância entre 0,1 e 0,4. Como controle utilizou-se 

o soro pré-imune que teve valores de ELISA* com absorbância variando entre 

0,1 e 0,3 (FIGURA 24). 
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FIGURA 21 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

subcutânea com TMV nativo com e sem adjuvante, através de placas sensibilizadas 

com o extrato da planta infectada. 
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FIGURA 22 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

subcutânea com extrato de Nicotiana benthamiana infetada por TMV, sem 

adjuvante, de acordo com o tipo de sensibilização da placa. 
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Dias após a imunização 

FIGURA 23 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

subcutânea com extrato de Nicotiana benthamiana sadia, sem adjuvante, de acordo 

com o tipo de sensibilização da placa. 
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FIGURA 24 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

subcutânea com extrato de Nicotiana benthamiana sadia e infetada por TMV, sem 

adjuvante, através de placas sensibilizadas com o vírus purificado. 
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4.3.2.1.6 - Imunização por via subcutânea: com 100 pg de extrato foliar 

infectado por TMV testada em placa de ELISA sensibilizada 

com o extrato de N. benthamiana infetada com TMV. 

A cinética de síntese de anticorpos específicos induzidos pela 

imunização com 100 pg de extrato foliar infetado demonstrou alta 

especificidade para extrato foliar infetado com títulos de ELISA*, a partir do dia 

14 variando em absorbância entre 0,3 e 0,8. Como controle foi utilizado o soro 

pré-imune que teve valores em absorbância em tomo de 0,1 (FIGURA 25). 

4.3.2.1.7 - Imunização por via subcutânea: com 100pg de extrato foliar 

sadio de N. benthamiana testada em placa de ELISA 

sensibilizada com vírus purificado 

Não se observou síntese de anticorpos específicos durante os 42 

dias após o início da imunização e os valores da absorbância ficaram em torno 

de 0,1. Como controle foi utilizado o soro pré-imune que apresentou valores de 

absorbância em torno de 0,1 (FIGURA 24). 

4.3.2.1.8 - Imunização por via subcutânea: com 100pg de extrato foliar 

sadio de N. benthamiana testada em placa de ELISA 

sensibilizada com extrato da planta de N. benthamiana infetada 

com o TMV. 

Não se observou síntese de anticorpos específicos durante os 42 

dias após o término da imunização e os valores da absorbância variaram de 

0,1 a 0,2. Como controle foi utilizado o soro pré-imune que apresentou valores 

de absorbância em tomo de 0,1 (FIGURA 25). 

4.3.2.2 - Respostas imunes ao TMV purificado (nativo e termo-inativado), 

ao extrato de planta infetada e ao extrato de planta sadia 

ministrados por via oral foram testados testada em placas de 

ELISA sensibilizadas com vírus purificado, com extrato de 

plantas infetadas e com extrato de plantas sadias (FIGURAS 26, 
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FIGURA 25 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

subcutânea com extrato de Nicotiana benthamiana sadia e infetada por TMV, sem 

adjuvante, através de placas sensibilizadas com o extrato da planta infectada. 
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FIGURA 26 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

oral com TMV nativo de acordo com o tipo de sensibilização da placa. 
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FIGURA 27 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

oral com TMV inativado de acordo com o tipo de sensibilização da placa. 
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FIGURA 28 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

oral com extrato de Nicotiana benthamiana infetada por TMV de acordo com o tipo 

de sensibilização da placa. 
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FIGURA 29 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

oral com extrato de Nicotiana benthamiana sadia de acordo com o tipo de 

sensibilização da placa. 
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TABELA 5 - Resposta imunológica humoral de camundongos 'Swiss' imunizados por via oral com TMV nativo. 

Anti-soro Via 
Sensibilização da  

placa 

Títulos de anticorpos 

Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 35 Dia 42 

TMV Nativo Oral EP.Sadia 

EP.Infectada 

Vírus purificado 

0,091±0,019e 

0,214±0,045d 

0,264±0,063bc 

0,088±0,016e 

0,237±0,071cd 

0,302±0,071ab 

0,091±0,016e 

0,250±0,062bcd 

0,330±0,085a 

0,095±0,018e 

0,251±0,083bcd 

0,349±0,089a 

0,091±0,017e 

0,243±0,080cd 

0,349±0,085a 

0,092±0,017e 

0,212±0,076cd 

0,330±0,092a  

Letras diferentes representam valores que são significantemente diferentes (p< 0,05) pelo teste de FRIEDMAN, comparados simultaneamente os tipos de 
sensibilização da placa e os dias de coletas de soro. 



TABELA 6 - Resposta imunológica humoral de camundongos 'Swiss' imunizados por via oral com TMV inativado. 

Anti- 	Sensibilização 
soro 	

Via 	
da placa 

Títulos de anticorpos 

Dia 7 	 Dia 14 	Dia 21 	Dia 28 	Dia 35 	Dia 42 

TMV 	Oral 	EP.Sadia 	0,119±0,022a 	0,093±0,020de 0,100±0,017abcd 0,105±0,017abcd 0,102±0,018abcd 0,100±0,020bcd 
Inativado 

EP.Infectada 	0,116±0,022ab 0,097±0,019bcde 0,102±0,022abcd 0,110±0,018abc 0,112±0,021abc 0,097±0,015cde 

Vírus purificado 0,106±0,018abcd 0,108±0,026abcd 0,096±0,024cde 0,100±0,018abcd 0,100±0,023bcd 0,082±0,014e 

Letras diferentes representam valores que são significantemente diferentes (p< 0,05) pelo teste de FRIEDMAN, comparados simultaneamente os tipos de 
sensibilização da placa e os dias de coletas de soro. 



TABELA 7 - Resposta imunológica humoral de camundongos 'Swiss' imunizados por via oral com extrato de N. benthamiana infetada 
com o TMV. 

Anti-soro Via 
Sensibilização  

da placa 

Títulos de anticorpos 

Dia 7 	Dia 14 	Dia 21 	Dia 28 	Dia 35 	Dia 42 

E.P. 	Oral 	EP.Sadia 	0,141±0,062de 0,136±0,067e 0,136±0,051 de 0,140±0,052de 0,131±0,054e 0,150±0,053cde 
Infetada 

EP.Infectada 	0,424±0,142a 0,446±0,149a 0,416±0,123a 0,438±0,133a 0,496±0,148a 0,498±0,142a 

Vírus purificado 	0,162±0,054bcde 0,188±0,067bc 0,173±0,061bcd 0,168±0,061bcde 0,186±0,068bc 0,221±0,091b 

,Tetras diferentes representam valores que são significantemente diferentes (p< 0,05) pelo teste de FRIEDMAN, 
nsibilização da placa e os dias de coletas de soro. 
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TABELA 8 - Resposta imunológica humoral de camundongos 'Swiss' imunizados por via oral com extrato de N. benthamiana sadia. 

Anti-soro Via Sensibilização da 
placa 

Títulos de anticorpos 

Dia 7 	Dia 14 	Dia 21 	Dia 28 	Dia 35 	Dia 42 

E.P. sadia Oral 	EP.Sadia 	0,128±0,059abcd 0,137±0,060ab 0,133±0,061abc 0,145±0,065a 0,155±0,066a 0,157±0,064a 

EP.Infectada 	0,139±0,065a 0,148±0,064a 0,145±0,068a 0,152±0,070a 0,157±0,065a 0,157±0,064a 

Vírus purificado 	0,087±0,025d 	0,085±0,024d 0,089±0,027cd 0,090±0,027bcd 0,088±0,026cd 0,087±0,026cd 

Letras diferentes representam valores que são significantemente diferentes (p< 0,05) pelo teste de FRIEDMAN, comparados simultaneamente os tipos de 
sensibilização da placa e os dias de coletas de soro. 
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27, 28 e 29; TABELAS 5, 6,7 e 8). 

4.3.2.2.1.- Imunização por via oral: com 1 mg (10 doses de 100 pg) de TMV 

nativo testada em placa de ELISA sensibilizada com virus 

purificado 

A cinética de síntese de anticorpos específicos mostrou títulos de 

ELISA* com absorbância variando entre 0,250 e 0,350. Como controle foi 

utilizado o soro pré-imune que teve valores de absorbãncia em tomo de 0,1 

(FIGURA 30). 

4.3.2.2.2 - Imunização por via oral: com 1 mg (10 doses de 100 pg) de TMV 

nativo testada em placa de ELISA sensibilizada com extrato da 

planta de N. benthamiana infetada com o TMV 

A cinética de síntese de anticorpos específicos mostrou títulos de 

ELISA* com absorbância variando entre 0,200 e 0,250. Como controle foi 

utilizado o soro pré-imune que teve valores de absorbância em tomo de 0,1 

(FIGURA 31). 

4.3.2.2.3 - Imunização por via oral: com 1 mg (10 doses de100 pg) de TMV 

termo-inativado testada em placa de ELISA sensibilizada com 

extrato da planta de N. benthamiana infetada com o TMV 

Não se observou síntese de anticorpos específicos nos animais 

imunizados com TMV termo-inativado e os valores de absorbância variaram 

entre 0,80 e 0,120. Como controle foi utilizado o soro pré-imune com 

absorbância atingindo valores em tomo de 0,1 (FIGURA 31). 

4.3.2.2 4 -Imunização por via oral: com 1 mg (10 doses de 100 pg) de TMV 

termo-inativado testada em placa de ELISA sensibilizada com 

extrato da planta de N. benthamiana infetada com o TMV 

Não se observou síntese de anticorpos específicos nos animais 
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FIGURA 30 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

oral com: TMV nativo e inativado, com extrato de Nicotiana benthamiana sadia e 

infetada por TMV, através de placas sensibilizadas com o vírus purificado. 
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FIGURA 31 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

oral com: TMV nativo e inativado, com extrato de Nicotiana benthamiana sadia e 

infetada por TMV, através de placas sensibilizadas com o extrato da planta 

infectada. 
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imunizados com TMV termo-inativado e os valores de absorbância variaram 

entre 0,090 e 0,120. Como controle foi utilizado o soro pré-imune que teve 

valores de absorbância em tomo de 0,1 (FIGURA 31). 

4.3.2.2.5 - Imunização por via oral: com 1 mg (10 doses de100 pg) de 

extrato foliar infectado com TMV testada em placa de ELISA 

sensibilizada com vírus purificado 

Observou-se síntese de anticorpos específicos nos animais 

imunizados com extrato foliar infetado com TMV, cujos títulos de ELISA* 

tiveram uma variação entre 0,150 e 0,200 quando estes resultados foram 

comparados com os títulos de ELISA* com absorbância em torno de 0,080 dos 

animais imunizados com extrato foliar sadio, que foi inferior ao controle, com 

títulos de ELISA* em tomo de 0,1 (FIGURA 30). 

4.12.2.6 - Imunização por via oral: com 1 mg (10 doses de100 pg) de 

extrato foliar infectado com TMV testada em placa de ELISA 

sensibilizada com extrato da planta de N. benthamiana infetada 

com o TMV 

Observou-se síntese de anticorpos específicos nos animais 

imunizados com extrato foliar infetado com TMV, cujos títulos ELISA* tiveram 

uma variação de absorbância entre 0,400 e 0,500 quando estes resultados 

foram comparados com os títulos de ELISA* com absorbância variando em tomo 

de 0,140 e 0,160 dos animais imunizados com extrato foliar sadio, que foi inferior 

ao controle, com valores de absorbância variando em torno de 0,1 (FIGURA 31). 

4.3.2.2.7 - Imunização por via oral: com 1 mg (10 doses de100 rig) de 

extrato foliar sadio de N. benthamiana testada em placa de 

ELISA sensibilizada com vírus purificado 

Não se observou síntese de anticorpos específicos e os valores de 

absorbância foram inferiores 0,1 (FIGURA 30). 
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4.3.2.2.8 - Imunização por via oral: com 1 mg (10 doses de100 pg) de 

extrato foliar sadio de N.benthamiana testada em placa de 

ELISA sensibilizada com extrato da planta de N. benthamiana 

infetada com TMV 

Não se observou síntese de anticorpos específicos contra extrato 

foliar sadio de N.benthamiana que apresentou valores de absorbância entre 

0,140 e 0,160, próximos ao controle que teve valores de absorbância em torno 

de 0,1. Esses resultados foram aproximadamente 3 vezes inferiores quando 

comparados com os títulos ELISA*,com absorbância variando em torno de 

0,400 e 0,500, nos animais imunizados com extrato foliar infetado, que foram 

bem superiores ao controle.(FIGURA 31). 

4.3.2.3 As respostas imunes ao TMV purificado, ministrados por via 

nasal foram testados com placas sensibilizadas com virus 

purificado, com extrato de plantas infetadas e com o extrato de 

plantas sadias (FIGURA 32; TABELA 9). 

4.3.2.3.1 - Imunização Nasal: com 100pg (10 doses de 10 pg ) de TMV 

testada em placa de ELISA sensibilizada com virus purificado 

Observou-se síntese de anticorpos específicos demonstrada através 

dos títulos de ELISA* a partir do 14 dias após a imunização e que ficaram em 

tomo de 0,250. Estes resultados foram comparados com o controle. Os valores 

da absorbância do controle foram em tomo de 0,1 (FIGURA 33; TABELA 9). 

4.3.2.3.2 - Imunização Nasal: com 100 pg de TMV testada em placa de 

ELISA sensibilizada com extrato da planta de N. benthamiana 

infetada com o TMV 

Observou-se síntese de anticorpos específicos mostrados através de 

títulos ELISA* que tiveram absorbâncias com valores próximos de 0,250. Estes 
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FIGURA 32 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

nasal com TMV de acordo com o tipo de sensibilização da placa. 



TABELA 9 - Resposta imunológica humoral de camundongos 'Swiss' imunizados por via nasal com TMV nativo. 

Anti-soro Via 
Sensibilização da 
placa 

Dia 7 Dia 14 

Títulos de anticorpos 

Dia 21 	Dia 28 Dia 35 Dia 42 

TMV Nativo Nasal EP.Sadia 

EP.Infectada 

Vírus purificado 

0,088±0,015d 

0,147±0,052bc 

0,155±0,055b 

0,092±0,015d 

0,233±0,070a 

0,250±0,073a 

0,097±0,020d 

0,238±0,067a 

0,258±0,068a 

0,106±0,019cd 

0,222±0,066a 

0,246±0,067a 

0,093±0,023d 

0,236±0,065a 

0,255±0,067a 

0,094±0,022d 

0,233±0,067a 

0,263±0,068a 

Letras diferentes representam valores que são significantemente diferentes (p< 0,05) pelo teste de FRIEDMAN, comparados simultaneamente os tipos de 
sensibilização da placa e os dias de coletas de soro. 
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FIGURA 33 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

nasal com TMV, através de placas sensibilizadas com o vírus purificado 
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resultados foram comparados com o controle. Os títulos ELISA* do controle 

tiveram absorbância em tomo de 0,1 (FIGURA 34). 

4.3.2.4 - Comparação das respostas imunes induzidas pelo TMV pelas 

vias oral e nasal 

As respostas imunes de camundongos imunizados pelas vias oral e 

nasal testadas com placas sensibilizadas com vírus purificado foram mais 

elevadas que as respostas testadas com a placa sensibilizada com extrato de 

planta infetada. Não houve diferença da resposta imune quando os animais 

foram imunizados pela via nasal e testados com as placas sensibilizadas com 

vírus puro e extrato de planta infetada. A resposta por via oral com TMV com 

placa sensibilizada com vírus puro foi mais elevada que as demais (FIGURA 35). 

4.3.2.5 - Imunizações com CMV 

4.3.2.5.1 - As respostas imunes ao CMV purificado (nativo e termo-

inativado) ministrado por via oral foram testados com o uso 

das placas sensibilizadas com vírus purificado, com extrato de 

plantas infetadas e com o extrato de plantas sadias (FIGURAS 

36 e 37; TABELAS 10 e 1 1) 

4.3.2.5.1.1 - Imunização oral: com 1mg de CMV nativo (10 doses de 100 

µg), testada em placa de ELISA sensibilizada com vírus 

purificado 

A cinética de síntese de anticorpos específicos demonstrou elevada 

especificidade para o CMV com títulos de ELISA* em torno de 1,0. Os títulos de 

ELISA* foram nove vezes maiores quando foram comparados com os títulos de 

ELISA* dos animais que foram imunizados pela via oral com o vírus inativado 

(FIGURA 38). 



""fterniwo"...̀  

 

 

	.411011.1 111116..1 

T
ít

ul
o

s
  E

L
IS

A
*
 ( A

49
2)  

0,000 

0,300 

0,250 

0,200 

0,150 

0,100 

0,050 

Pré-inane, placa sensibilizada 
com extrato da planta 
infectada 

Imunização nasal comTNN 
nativo, placa sensibilizada 
com extrato da planta 
infectada 

91 

7 	14 	21 	28 	35 	42 

Dias após a imunização 

FIGURA 34 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

nasal com TMV, através de placas sensibilizadas com o extrato da planta infectada 
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FIGURA 35 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

oral e nasal com TMV nativo de acordo com o tipo de sensibilização da placa. 
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FIGURA 36 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

oral com CMV nativo de acordo com o tipo de sensibilização da placa. 
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FIGURA 37 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

oral com CMV inativado de acordo com o tipo de sensibilização da placa. 



TABELA 10 - Resposta imunológica humoral de camundongos 'Swiss' imunizados por via oral com CMV nativo. 

Anti-soro Via Sensibilização da 	 Títulos de anticorpos 
placa 

Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 35 Dia 42 

CMV Nativo Oral EPSadia 0,186 ± 0,036c 0,194 ± 0,045c 0,191 ± 0,057c 0,192 ± 0,061c 0,189 ±0,043c 0,184 ±0,047c 

EPlnfectada 1,038±0,411ab 1,017±0,395ab 1,012±0,367ab 1,036±0,430ab 1,034±0,427ab 0,970±0,369ab 

Vírus purificado 1,033±0,366ab 1,087±0,396a 1,046±0,392ab 1,044±0,405ab 0,985±0,381b 0,961±0,362b 

Letras diferentes representam valores que são significantemente diferentes (p< 0,05) pelo teste de FRIEDMAN, comparados simultaneamente os tipos de 
sensibilização da placa e os dias de coletas de soro. 



Sensibilização 
da placa 

Anti-soro 	Via 
Títulos de anticorpos 

Dia 7 
	

Dia 14 
	

Dia 21 
	

Dia 28 
	

Dia 35 
	

Dia 42 

TABELA 11 - Resposta imunológica humoral de camundongos 'Swiss' imunizados por via oral com CMV inativado sem adjuvante. 

CMV Inativado Oral EPSadia 0,107 ± 0,026 0,111 ± 0,026 0,112 ± 0,027 0,112 ± 0.027 0,104 ± 0.025 0,104 ± 0.024 

EPlnfectada 0,106 ± 0,024 0,109 ± 0,025 0,106 ± 0,026 0,103 ± 0,025 0,104 ± 0,026 0,104 ± 0,024 

Vírus purificado 0,100 ± 0,021 0,101 ± 0,023 0,097 ± 0,023 0,100 ± 0,019 0,104 ± 0,022 0,103 ± 0,022 

Não houve diferença significativa entre as médias 
Letras diferentes representam valores que são significantemente 
sensibilização da placa e os dias de coletas de soro. 

diferentes Op< 0,05) pelo teste de FRIEDMAN, comparados simultaneamente os tipos de 

UFC
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FIGURA 38 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

oral com CMV nativo e inativado, através de placas sensibilizadas com o vírus 

purificado. 
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4.3.2.5.1.2 - Imunização oral: com 1mg de CMV nativo (10 doses de 100 

µg), testada em placa de ELISA sensibilizada com extrato de 

C. pepo infetada com CMV 

A cinética de síntese de anticorpos específicos demonstrou elevada 

especificidade para o CMV revelando títulos de ELISA* com absorbância em tomo 

de 1,0. Os títulos ELISA* foram, aproximadamente, oito vezes maiores quando 

foram comparados com os títulos de ELISA* dos animais que foram imunizados 

oralmente com o vírus inativado (FIGURA 39). 

4.3.2.5.1.3 - Imunização oral: com 1mg de CMV termo-inativo testada em 

placa de ELISA sensibilizada com vírus purificado 

Não se observou síntese de anticorpos específicos e os valores de 

absorbância variaram entre 0,95 e 0,105. Como controle foi utilizado o soro 

pré-imune que teve valores de absorbância em tomo de 0,1 (FIGURA 38). 

4.3.2.5.1.4 Imunização oral: com 1mg de CMV termo-inativo testada em 

placa de ELISA sensibilizada com extrato de C. pepo infetada 

com CMV 

Não se observou síntese de anticorpos específicos nos animais 

imunizados com CMV termo-inativado e os valores de absorbância variaram 

entre 0,100 e 0,110. Como controle foi utilizado o soro pré-imune que teve 

valores de absorbância em torno de 0,1 (FIGURA 39). 

4.3.2.5.2 - As respostas imunes ao CMV purificado (nativo e termo-inativado), 

ministrados por via nasal foram testadas com placas 

sensibilizadas com vírus purificado, com extrato de plantas 

infetadas e com o extrato de plantas sadias (FIGURA 40). 

4.3.2.5.2.1 - Imunização nasal: com 100 Ng de CMV testada em placa de 

ELISA sensibilizada com vírus purificado 



99 

- Imunização oral com CMV 
inativado, placa sensibilizada 
com extrato da planta 
infectada 

- Imunização oral com CMV 
nativo, placa sensibilizada 
com extrato da planta 
infectada 

Soro pré-imune, placa 
sensibilizada com extrato da 
planta infectada 

7 	14 	21 	28 	35 
	

42 

Dias após a imunização 

FIGURA 39 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

oral com CMV nativo e inativado, através de placas sensibilizadas com o extrato da 

planta infectada. 
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FIGURA 40 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

nasal com CMV de acordo com o tipo de sensibilização da placa. 
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A cinética de síntese de anticorpos específicos mostrou a produção de 

anticorpos específicos contra o CMV. Como controle foi utilizado o soro pré-imune, 

que teve valores de absorbância em tomo de 0,1 (FIGURA 41; TABELA 12) 

4.3.2.5.2.2 - Imunização nasal: com 100 pg de CMV testada em placa de 

ELISA sensibilizada com extrato de C. pepo infetada com 

CMV 

A cinética de síntese de anticorpos específicos revelou a produção 

desses anticorpos. Como controle foi utilizado o soro pré-imune com valores de 

absorbância em tomo de 0,1 (FIGURA 42). 

4.3.2.5.3 - Comparação das respostas imunes induzidas pelo CMV 

ministrado pelas vias oral e nasal testadas em placa de ELISA 

sensibilizada com CMV purificado 

As respostas imunes de camundongos imunizados pela via oral 

foram superiores às respostas por via nasal e não houve diferença com relação 

ao tipo de sensibilização da placa. (FIGURA 43). 

4.3.2.6 - Imunizações com SqMV 

4.3.2.6.1 - As respostas imunes ao SqMV purificado (nativo e termo-

inativado) ministrados por via oral foram testados com placas 

de ELISA sensibilizadas com vírus purificado, com extrato de 

plantas infetadas e com o extrato de plantas sadias (FIGURAS 

44 e 45; TABELAS 13 e 14). 

4.3.2.6.1.1 - Imunização oral: com 1mg (10 doses de 100 µg) de SqMV 

nativo testada em placas de ELISA sensibilizada com vírus 

purificado 
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FIGURA 41 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

nasal com CMV, através de placas sensibilizadas com o vírus purificado. 



TABELA 12 - Resposta imunológica humoral de camundongos 'Swiss' imunizados por via nasal com CMV nativo. 

Anti-soro 	Via 
Sensibilização da 

placa 

Títulos de anticorpos 

Dia 7 	Dia 14 	Dia 21 	Dia 28 	Dia 35 	Dia 42 

CMV Nativo Nasal 	EPSadia 	0,055±0,008 b 0,060±0,007b 0,056±0,005b 0,062±0,005b 0,057±0,008b 0,057±0,010b 

EPinfectada 	0,246±0,73a 0,218±0,078a 0,259±0,059a 0,269±0,084a 0,218±0,065a 0,217±0,064a 

Vírus purificado 	0,249±0,078a 0,232±0,080a 0,259±0,062a 0,271±0,076a 0,225±0,067a 0,231±0,065a 

Letras diferentes representam valores que são significantemente diferentes (p< 0,05) pelo teste de FRIEDMAN, comparados simultaneamente os tipos de 
sensibilização da placa e os dias de coletas de soro, 
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FIGURA 42 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

nasal com CMV, através de placas sensibilizadas com o extrato da planta infectada. 
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Dias após a imunização 

FIGURA 43 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

oral e nasal com CMV nativo de acordo com o tipo de sensibilização da placa. 
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Dias após a imunização 

FIGURA 44 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

oral com SqMV nativo de acordo com o tipo de sensibilização da placa. 
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FIGURA 45 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

oral com SqMV inativado de acordo com o tipo de sensibilização da placa. 



TABELA 13 - Resposta imunológica humoral de camundongos 'Swiss' imunizados por via oral com SqMV nativo. 

Anti-soro Via 
Sensibilização 

placa 

Títulos de anticorpos 

Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 35 Dia 42 

SqMV Nativo Oral EPSadia 

EPlnfectada 

Vírus purificado 

0,107+0,013e 

0,427±0,118d 

0,483±0,160cd 

0,122+0,019e 

0,626±0,187ab 

0,692±0,216a 

0,122+0,022e 

0,598±0,155abc 

0,622±0,168a 

0,123±0, 021e 

0,604±0,171 ab 

0,647±0,182ab 

0,125+0,011e 

0,529±0,156bc 

0,593±0,169abc 

0,128±0,018e 

0,574±0,173abc 

0,592±0,188abc 

Letras diferentes representam valores que são significantemente diferentes (p< 0,05) pelo teste de FRIEDMAN, comparados simultaneamente os tipos de 
sensibilização da placa e os dias de coletas de soro. 



TABELA 14 - Resposta imunológica humoral de camundongos 'Swiss' imunizados por via oral com SqMV inativado. 

Anti-soro 	Via Sensibilização 
placa 

Títulos de anticorpos 

Dia 7 	Dia 14 	Dia 21 	Dia 28 	Dia 35 	Dia 42 

SqMV Inativado Oral EPSadia 0,106±0,023 0,102±0,022 0,106±0,026 0,106±0,027 0,112±0,028 0,112±0,035 

EPlnfectada 0,095±0 017 0,096±0,019 0,104±0,023 0,104±0,025 0,111±0,029 0,102±0,028 

Vírus purificado 0,095±0,022 0,092±0,021 0,101±0,017 0,104±0,024 0,107±0,026 0,095±0,022 

Não houve diferença significativa entre as médias 
Letras diferentes representam valores que são significantemente diferentes (p< 0,05) pelo teste de FRIEDMAN, comparados simultaneamente os tipos de 
sensibilização da placa e os dias de coletas de soro. 
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A cinética de síntese de anticorpos específicos demonstrou elevada 

especificidade para o SqMVe os títulos de ELISA* apresentaram absorbãncia 

variando de 0,500 a 0,700. Estes títulos foram, aproximadamente, 4 a 6 vezes 

maiores quando foram comparados com os dos animais que foram imunizados 

com o vírus inativado (FIGURA 46). 

4.3.2.6.1.2 - Imunização oral: com 1mg de SqMV nativo testado em placa 

de ELISA sensibilizada com extrato de C melo híbrido 'Hi Mark' 

infetada 

A cinética de síntese de anticorpos específicos demonstrou elevada 

especificidade para o SqMV, e os títulos de ELISA* apresentaram absorbãncia 

variando em tomo de 0,400 a 0,600. Esses títulos de ELISA* foram, 

aproximadamente, 4 vezes maiores quando comparados com os obtidos por 

sensibilização de animais imunizados com o virus inativado (FIGURA 47). 

4.3.2.6.1.3 - Imunização oral: com 1mg (10 doses de 100 µg) de SqMV 

termo-inativado, testada em placa de ELISA sensibilizada 

com vírus purificado 

Não se observou síntese de anticorpos específicos nos animais 

imunizados com SqMV termo-inativado e os valores de absorbãncia variaram 

entre 0,080 e 0,120. Como controle foi utilizado o soro pré-imune que 

mostraram valores de absorbãncia em torno de 0,1 (FIGURA 48). 

4.3.2.6.1.4 - Imunização oral: com 1mg (10 doses de 100 µg) de SqMV 

termo-inativado, testada em placa de ELISA sensibilizada 

com extrato de C melo híbrido `Hi Mark' infetada 

Não se observou síntese de anticorpos específicos e os valores de 

absorbãncia variaram entre 0,080 e 0,120. Como controle foi utilizado o soro pré-

imune que mostraram valores de absorbãncia em tomo de 0,1 (FIGURA 47). 
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FIGURA 46 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

oral com SqMV nativo e inativado, através de placas sensibilizadas com o vírus 

purificado. 
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FIGURA 47 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

oral com SgMV nativo e inativado, através de placas sensibilizadas com o extrato da 

planta infectada. 
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FIGURA 48 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

nasal com SqMV de acordo com o tipo de sensibilização da placa. 



114 

4.3.2.6.2 - As respostas imunes ao SqMV purificado nativo ministrado por 

via nasal, foram testadas em placas de ELISA sensibilizadas 

com vírus purificado, com extrato de plantas infetadas e com o 

extrato de plantas sadias (FIGURAS 48; TABELA 15). 

4.3.2.6.2.1 - Imunização nasal: com 100pg de SqMV testada em placa de 

ELISA sensibilizada com vírus purificado 

A cinética de síntese de anticorpos específicos mostrou títulos de 

ELISA* com absorbância variando entre 0,250 e 0,400. Como controle foi 

utilizado o soro pré-imune cujos valores de absorbância ficaram em torno de 

0,1 (FIGURA 49). 

4.3.2.6.2.2 - Imunização nasal: com 100pg de SqMV testada em placa de 

ELISA placa sensibilizada com extrato de C meto híbrido 'Hi 

Mark' infetada 

A cinética de síntese de anticorpos específicos revelou títulos de 

ELISA* com absorbância variando entre 0,200 e 0,300. Como controle foi 

utilizado o soro pré-imune cujos valores em absorbância ficaram em torno de 

0,1 (FIGURA 50). 

4.3.2.6.3 - Comparação das respostas imunes induzidas pelo SqMV 

ministrado pelas vias oral e nasal testada com placas de ELISA 

sensibilizadas com sensibilizadas com vírus purificado, com 

extrato de plantas infetadas. 

As respostas imunes de camundongos imunizados pela via oral 

foram superiores às respostas por via nasal e não houve diferença com o tipo 

de sensibilização da placa (FIGURA 51). 

4.3.2.7 - Imunizações com CABMV 



Sensibilização 
placa 

Anti-soro Via 
Títulos de anticorpos 

Dia 7 
	

Dia 14 
	

Dia 21 
	

Dia 28 
	

Dia 35 
	

Dia 42 

TABELA 15 - Resposta imunológica humoral de camundongos 'Swiss' imunizados por via nasal com SqMV nativo. 

SqMV 
Nativo 

Nasal 	EPSadia 

EPlnfectada 

Vírus purificado 

0,100±0,018d 

0,261±0,088bc 

0,331±0,133ab 

0,099±0,014d 

0,271±0,081 bc 

0,338±0,099ab 

0,089±0,023d 

0,300±0,088ab 

0,335±0,110ab 

0,099±0,024d 	0,099±0,025d 

0,279±0,089ab 0,258±0,088óc 

0,381±0,114a 0,310±0,085ab 

0,096±0,025d 

0,189±0,076c 

0,246±0,081 bc 

Letras diferentes representam valores que são significantemente diferentes (p< 0,05) pelo teste de FRIEDMAN, comparados simultaneamente os tipos de 
sensibilização da placa e os dias de coletas de soro. 
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FIGURA 49 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

nasal com SgMV, através de placas sensibilizadas com o vírus purificado. 
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FIGURA 50 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

nasal com SqMV, através de placas sensibilizadas com o extrato da planta infectada. 
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FIGURA 51 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

oral e nasal com SqMV nativo de acordo com o tipo de sensibilização da placa. 
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4.3.2.7.1 - As respostas imunes ao CABMV purificado ministrado por via 

oral foram testadas com placas de ELISA sensibilizadas com 

vírus purificado, com extrato de plantas infetadas e com o 

extrato de plantas sadias (FIGURAS 52; TABELA 16). 

4.3.2.7.1.1 - Imunização oral: com 0,5 mg (10 doses de 50 µg) de CABMV 

nativo, testada em placa de ELISA sensibilizada com vírus 

purificado 

Não Se observou síntese de anticorpos específicos nos animais 

imunizados com CABMV e os valores de absorbância variaram entre 0,070 e 

0,080. Como controle foi utilizado o soro pré-imune com valores de 

absorbãncia em tomo de 0,090 (FIGURA 53). 

4.3.2.7.1.2 - Imunização oral: com 0,5 mg (10 doses de 50 µg) de CABMV 

nativo testada em placa de ELISA sensibilizada com extrato de 

V. unguiculata infetada 

Não se observou síntese de anticorpos específicos nos animais 

imunizados com CABMV e os valores de absorbância variaram entre 0,070 e 

0,080. Como controle foi utilizado o soro pré-imune com valores de 

absorbãncia em tomo de 0,090 (FIGURA 54). 

4.3.2.8 - Comparações das respostas imunes induzidas pelo: TMV, CMV, 

SqMV e CABMV pela via oral, testadas com placas de ELISA 

sensibilizadas com cada vírus purificado e com os extratos de 

plantas infetada por cada vírus. 

As melhores respostas imunes de camundongos imunizados pela via 

oral, comparando-se todos os vírus, foram obtidas com os animais que 

receberam o CMV, tanto com a placa sensibilizada com extrato da planta 

infetada quanto com a placa sensibilizada com o vírus purificado. O SqMV, 

testado com placa sensibilizada com vírus purificado e com extrato da planta 

infetada, apesar de ter sido inferior ao CMV foi praticamente duas vezes maior 
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FIGURA 52 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

oral com CABMV nativo de acordo com o tipo de sensibilização da placa. 
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TABELA 16 - Resposta imunológica humoral de camundongos 'Swiss' imunizados por via oral com CABMV nativo. 

Anti-soro Via Sensibilização 
placa 

Títulos de anticorpos 

Dia 7 	 Dia 14 	Dia 21 	Dia 28 	 Dia 35 	 Dia 42 

CABMV Oral 	EPSadia 	0,077±0,0150abcde 0,081±0,014abcd 0,087±0,008a 0,086±0,011ab 0,085±0,015abc 0,081±0,015abcd 
nativo 

EPlnfectada 	0,070±0,012de 	0,071±0,012de 0,066±0,012e 0,079±0,010abcd 0,079±0,016abcd 0,075±0,015cde 

Vírus purificado 	0,071±0,012de 	0,072±0,013cde 0,070±0,013de 0,082±0,011abcd 0,078±0,013abcd 0,076±0,013bcde 

Letras diferentes representam valores que são significantemente diferentes (p< 0,05) pelo teste de FRIEDMAN, comparados simultaneamente os tipos de 
sensibilização da placa e os dias de coletas de soro. 
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FIGURA 53 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

oral com CABMV nativo, através de placas sensibilizadas com o vírus purificado. 
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FIGURA 54 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

oral com CABMV nativo, através de placas sensibilizadas com o extrato da planta 

infectada. 
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que o TMV. 0 TMV apresentou os menores valores de títulos de ELISA*. 0 

CABMV não foi capaz de estimular resposta imune nos camundongos e por 

isso não foi incluído na comparação (FIGURA 55). 

4.3.2.9 - Comparações das respostas imunes induzidas pelo: TMV, CMV, 

SqMV e CABMV pela via nasal, testadas com placas de ELISA 

sensibilizadas com cada vírus purificado e com os extratos de 

plantas infetada com cada vírus. 

As melhores respostas imunes de camundongos imunizados pela via 

nasal, comparando-se todos os vírus, foram obtidas com os animais que 

receberam o SqMV, testadas tanto com a placa sensibilizada com o vírus 

purificado quanto com a placa sensibilizada com extrato da planta infetada. Os 

títulos de ELISA* do SqMV testados com placa sensibilizada com o vírus 

purificado foram maiores, que os testados com placa sensibilizada com extrato 

de planta infetada. A resposta ao CMV, testada com placa de ELISA 

sensibilizada com vírus purificado e com extrato da planta infetada, apesar de 

ter sido inferior ao SqMV, teve inicialmente títulos de ELISA* um pouco superior 

ao TMV até 14 dias após o final da imunização. A partir daí a comparação das 

respostas imunes entre os dois vírus (CMV e TMV) mostrou respostas 

praticamente iguais (FIGURA 56). 

4.3.3 	Avaliação da Resposta Imunológica IgE Específica em 

camundongos imunizados pela via subcutânea com TMV 

purificado (sem ou com adjuvante) e com extrato de N. 

benthamiana sadia ou infetada com TMV e imunizados pela via 

oral com os virus purificados: TMV, CMV e SqMV. 

Não foi observada síntese de IgE específica em camundongos 

imunizados por nenhuma das duas vias, seja com extrato de N. benthamiana 

infetada com TMV e TMV purificado pela via subcutânea ou com TMV,CMV e 

SqMV purificados pela via oral. 
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FIGURA 55 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

oral com os vírus: TMV, CMV, SqMV e CABMV nativos de acordo com o tipo de 

sensibilização da placa. 
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FIGURA 56 - Resposta imunológica humoral de camundongos imunizados por via 

oral com os vírus: TMV, CMV e SqMV nativos de acordo com o tipo de 

sensibilização da placa. 



5 — DISCUSSÃO 

5.1 - A Infecção Por TMV e a Caracterização das Proteínas do Capsídeo 

Viral 

O TMV ocasionou sintomas sistêmicos caracterizados por mosaico 

severo, necroses e murcha quando inoculado mecanicamente em folhas de N. 

benthamiana, em apenas quatro a cinco dias após a inoculação (FIGURA 1A), 

indicando alta concentração viral, que após três ou quatro dias leva à morte da 

planta. Observou-se grande diferença quando a mesma é comparada com as 

folhas da planta sadia (FIGURA 1B). O fato dessa hospedeira com apenas 

quatro a cinco dias de inoculada ter permitido uma boa purificação do vírus não 

é de comum de ocorrência. Segundo Lima & Chagas (1974), fumo e tomateiro 

inoculadas com o TMV levam aproximadamente 15-18 dias para que o vírus 

atinja uma boa concentração que possibilite sua purificação. Outras espécies 

vegetais inoculadas com outros vírus levam, em média, 17 dias após 

inoculação para possibilitarem uma purificação com alta concentração viral 

(Bezerra et aí, 1985). Este fato foi também confirmado com os demais vírus 

utilizados nesse trabalho, como o CMV em C. pepo, SqMV em C. meio e 

CABMV em V unguiculata , os quais levaram 15 a 18 dias, após a inoculação 

para manifestarem sintomas sistêmicos e possibilitarem uma purificação com 

adequada concentração viral. 

A suspensão purificada do TMV, obtida através do método de 

purificação adotado, mostrou um espectro de absorção ultravioleta, típico de 

vírus em bastonete (morfologia cilíndrica alongada), com as relações de 

absorção entre 260 e 280 nm (A260/A280 = 1,23) e a razão da absorção 

máxima pela mínima (Amax/Amin) foi de 1,10 (FIGURA 5). A suspensão viral 

apresentou-se homogênea e límpida, o que sugere a eficiência do método 

utilizado para a purificação do mesmo vírus. A concentração do vírus na 

suspensão, estimada pelo teor de proteína no espectofotômetro, foi de 3,56 

mg/mL (FIGURA 5), sendo um pouco maior que os 3,3 mg/mL já obtidos por 
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LIMA & Chagas (1974) em processo de purificação do mesmo vírus. Esse 

melhor rendimento pode, provavelmente, ser explicado pelo uso de hospedeira 

diferente, N. tabacum ao invés de N. benthamiana, no processo de purificação. 

O perfil eletroforético da suspensão purificada de TMV apresentou a 

migração de apenas uma banda protéica de massa molecular estimada em 17 

kDa (FIGURA 9). Esse resultado está de acordo com o descrito por Van 

Regenmortel et al. (2000). A suspensão viral mantida a 100°C por 10 min 

mostrou o mesmo perfil eletroforético, não demonstrando fragmentação da 

proteína do capsídeo viral. Porém, houve uma inativação do vírus, uma vez que 

não apareceu nenhuma lesão necrótica em folha de C. amaranticolor após este 

tratamento térmico (FIGURA 13). Os mesmos resultados foram também 

obtidos pelo CMV e SqMV, quando termo-inativados. Estes resultados sugerem 

que as estruturas tridimensionais do capsídeo viral dos vírus de plantas 

exercem um papel fundamental na preservação da integridade funcional dos 

ácidos nucléicos dos vírus que causam doenças nas plantas infectadas. 

5.2 - Resposta Imunológica Induzida por TMV Ministrado pelas Vias: 

Subcutânea, Oral e Nasal 

A resposta imunológica de camundongos imunizados com TMV pela 

via subcutânea foi avaliada qualitativamente por dupla difusão em Agar, 

usando os soros obtidos de animais imunizados com 100 pg de TMV sem e 

com Al(OH)3, como adjuvante. Observou-se que os animais imunizados com 

TMV sem e com Al(OH)3  tiveram resposta imune comprovada pela síntese de 

anticorpos específicos (FIGURA 14), revelando assim as atividades 

imunogênicas do vírus. A resposta imune dos camundongos imunizados com 

TMV foi detectada apenas quando foram usados como antígenos, na placa de 

Agar, o próprio TMV purificado e o extrato de plantas infectadas pelo mesmo. 

Nenhuma reação foi observada contra as proteínas da planta sadia (FIGURA 

14). Não foi possível detectar nenhuma diferença de efeito exercida pelo 

adjuvante nos dois anti-soros testados, uma vez que eles foram utilizados nas 

mesmas condições, isto é, sem diluição e todos os antígenos na diluição 1:2. 

Quantitativamente a resposta imunológica de camundongos 
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imunizados com TMV pela via subcutânea foi avaliada por ELISA. Essa 

avaliação mostrou a existência de síntese de anticorpos específicos anti-TMV, 

estatisticamente significativo (p < 0,05), quando o TMV foi inoculado com e 

sem o adjuvante, AI(OH)3  (FIGURAS 18 e 19). 

Não foram observadas diferenças entre as respostas imunes ao TMV 

para a imunização feita pela via subcutânea estando o vírus associado ou não 

a Al(OH)3, quando a avaliação da síntese de anticorpos foi feita com a placa de 

ELISA sensibilizada com TMV purificado (FIGURA 20). Esses resultados 

concordam com o que já foi observado com o vírus do mosaico da alfafa (Alfafa 

mosaic vírus, AMV) recombinante, que não requereu o uso de adjuvante pela 

via intraperitonial para uma efetiva imunização (Yusibov et aL, 1997). Contudo, 

a avaliação da resposta imunológica ao TMV em placa de ELISA sensibilizada 

com extrato foliar infetado mostrou um aumento no título em ELISA*, a partir do 

dia 28, em animais sensibilizados com o adjuvante Al(OH)3  (FIGURA 21). 

Aparentemente, a explicação dessa variação não detectada quando a placa de 

ELISA foi sensibilizada com o vírus purificado (FIGURA 20), estaria na 

sensibilização da placa de ELISA com extrato foliar infetado, que conteria 

suficiente quantidade de antígeno (TMV), em uma faixa não saturante, como 

aparentemente foi o caso das placas sensibilizadas com vírus purificado, para 

detectar o aumento causado na resposta imune induzida pelo vírus 

administrado com adjuvante. No caso da sensibilização da placa com vírus 

puro, o antígeno já estaria em dose máxima o que não permitiu ver a distinção 

do efeito do adjuvante (FIGURA 20). Com esses resultados, detectados através 

das medidas de anticorpos, obtidos com placas de ELISA sensibilizadas com 

TMV purificado (FIGURA 20) e sensibilizadas com extrato foliar infectada 

(FIGURA 21), podemos sugerir que o efeito do adjuvante sobre a resposta 

imune induzida pelo TMV deve ser exaustivamente explorado para que se 

possa discriminar a ação do adjuvante, procurando estabelecer uma correlação 

com a dose do antígeno (TMV) usada na sensibilização da placa de ELISA. 

Esses dados adquirem relevância no caso do emprego de adjuvantes para 

estimular a resposta imune periférica, caso o TMV seja empregado como 

carreador de antígenos patogênicos. O argumento que os vírus de plantas 

prescindem do uso dos adjuvantes (Modeiska et a1.,1998) deve ser 
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corretamente avaliado 

Não houve síntese de anticorpos séricos anti-extrato foliar sadio 

quando o mesmo foi administrado em uma dose de 100 µg pela via subcutânea 

e testado com qualquer tipo de sensibilização da placa de ELISA (FIGURAS 

23, 24 e 25), mostrando uma seletividade do vírus em induzir uma resposta 

imune quando essa resposta é comparada à das demais proteínas dos extratos 

foliares. Esse fato já havia sido observado em relação ao CPSMV (Florindo et 

al., 2002). Quando o extrato foliar infectado foi usado para imunização dos 

animais na mesma dose que o extrato foliar não infectado (FIGURA 22), 

ocorreu uma resposta imune secundária, aos 21 dias, que foi mais fortemente 

detectada em placa sensibilizada com o extrato de planta infetada (FIGURA 25) 

do que com as placas sensibilizadas com TMV (FIGURA 24). A resposta imune 

manteve-se com os reforços dados nos dias 21 e 35. Pode ser especulado que, 

a maior intensidade da resposta imune detectada com as placas de ELISA 

sensibilizadas com o extrato foliar infectado estaria na ocorrência de uma 

resposta imune tanto para o capsídeo viral quanto para as três proteínas não 

estruturais codificadas pelo genoma do TMV, uma vez que não houve resposta 

dos anticorpos para os antígenos do extrato foliar sadio. 

De acordo com os resultados apresentados, pode ser sugerido que 

quando da administração do extrato foliar infectado pelo TMV, para aumentar a 

resposta contra o capsídeo do vírus seria indicado o uso de adjuvante. Este 

dado confirma os achados de Wigdorovitz et al. (1999), que ministraram extrato 

foliar infectado com TMV recombinante expressando uma proteína 

imunogênica de FMDV (VP1) associado ao adjuvante completo e incompleto 

de Freund. Isso possibilitou inclusive a proteção dos animais, quando postos 

em contacto com FMDV virulento. 

As respostas imunes, induzidas pelo vírus purificado nativo e pelo 

extrato foliar infetado ministrados pela via oral, revelaram síntese de anticorpos 

específicos estatisticamente significativo (p < 0,05) e não mostraram produção 

dos mesmos quando os animais foram imunizados com extrato foliar sadio e 

com vírus termo-inativado tanto em placa de ELISA sensibilizada com vírus 

purificado, quanto com a placa sensibilizada com extrato de planta infectada 

(FIGURAS 30 e 31). Os resultados positivos podem ser explicados pela 
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presença do TMV tanto na suspensão viral quanto no extrato foliar infectado. 

Já o fato do TMV termo-inativado não ter induzido produção de anticorpos 

sugere que as estruturas tridimensionais das proteínas do capsídeo viral, além 

de serem importantes na capacidade infectiva do mesmo, exerceram um papel 

fundamental na indução da produção de anticorpos nos camundongos. 

As respostas imunes ao TMV nativo, ministrado por via nasal, 

estatisticamente significativo (p< 0,05), iniciaram a partir de 7 dias após a 

imunização, testadas tanto com placa de ELISA sensibilizada com extrato de N. 

benthamiana infectada com o TMV, quanto com a placa sensibilizada com o 

vírus purificado (FIGURAS 33 e 34). 

Foram observadas diferenças nos resultados comparados entre a via 

oral e nasal (FIGURA 35) só com TMV purificado e testado somente com placa 

sensibilizada com vírus purificado, confirmando alguns estudos que têm 

demonstrado que a imunização pela via nasal é capaz de induzir uma resposta 

imune igual ou superior à resposta pela via oral (Brenan, et al., 1999; Durrani et 

al., 1999; Beserra Jr., 2001). Porém, empregando TMV como antígeno, a 

imunização nasal não estimula uma resposta imune mais precoce nem maior 

que a induzida pela via oral, contradizendo estudos de Wu et al. (1997). 

Para o extrato foliar sadio (FIGURA 29) e para o extrato foliar infectado 

(FIGURA 28) administrados por via oral foram observados comportamentos 

semelhantes aos da via subcutânea, no que diz respeito à cinética de anticorpos. 

Ocorreu síntese de anticorpos contra extrato foliar infectado em testes com placa 

sensibilizada com extrato foliar infectado, mas não contra o mesmo extrato 

quando as placas foram sensibilizadas com extrato foliar sadio e com TMV 

purificado. Já quando extrato foliar sadio foi administrado, não ocorreu síntese de 

anticorpos específicos. Possivelmente pelas mesmas razões invocadas para 

explicar o que aconteceu com a via subcutânea, ocorrendo síntese de anticorpos 

contra as proteínas da capa protéica do capsídeo (17-18 kDa) e as proteínas não 

estruturais do TMV (126-129 kDa, 183-187 kDa e 28-31 kDa), uma vez que as 

últimas estão presentes no extrato foliar infectado (van Regenmortel et al, 2000) e 

ausentes na suspensão viral purificada, como pode ser comprovado através do 

perfil eletroforético (FIGURA 5). 

Apesar da via subcutânea ter apresentado títulos de anticorpos 
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séricos superiores aos observados pela vias oral e nasal quando o TMV foi 

administrado como antígeno, a via parenteral apenas estimula a resposta 

imune periférica (Mestecky, 1987). As vias nasal e oral estimulam tanto a 

resposta imune periférica quanto a resposta mucosa, promovendo uma 

resposta imune sistêmica, sem a necessidade do uso de adjuvantes (Nugent et 

al., 1998). Isso provavelmente se deve ao fato de os vários compartimentos do 

sistema imune mucoso estarem interligados entre si, através do tráfego de 

linfócitos (Davis, 2001). Em termos de dose, a via nasal parece ser mais 

vantajosa do que a oral por requerer uma dose 10 vezes menor de imunógeno, 

ocasionando títulos de anticorpos séricos contra TMV semelhantes aos da via 

oral, quando a placa foi sensibilizada com extrato da planta infectada. 

A explicação para a ligação do TMV às células epiteliais da mucosa 

(em especial as células M) e sua conseqüente intemalização pode estar 

associada com a conformação estérica de seu capsídeo viral, pelo fato de sua 

forma termo-inativada não ter promovido síntese de anticorpos quando 

administrada via oral (Figura 27). Isso mostra, mais uma vez que existe uma 

correlação entre as atividades imunogênicas e a infectividade viral. Explicação 

baseada também na estrutura do capsídeo viral tem sido invocada para o caso 

de outros virus de planta, como o CPMV, que tem uma estrutura icosaédrica de 

seu capsídeo e isso influenciaria a sua capacidade imunogênica pela via 

mucosa (Brennan et al., 1999). 

5.3 - Infecção Por CMV e a Caracterização das Proteínas do Capsideo Viral 

O CMV ocasionou, após cerca de 15 dias da inoculação nas folhas 

de C. pepo cv Caserta, sintomas sistêmicos caracterizados por mosaico 

severo, enrolamento das folhas, atrofia no desenvolvimento da planta, 

deformações foliares e bolhosidade (FIGURA 2A), quando comparadas com 

folhas de plantas sadias da mesma idade (FIGURA 2B). Sintomas semelhantes 

foram obtidos por Lima et al. (1995) com inoculações do mesmo vírus. 

A suspensão purificada do CMV, obtida através do método de 

purificação adotado, mostrou um espectro de absorção ultravioleta, típico de 

vírus da família Bromoviridae, com as relações de absorção entre 260 e 280 
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nm (A260/A280 = 1,71) e a razão da absorção máxima pela mínima 

(Amax/Amin) de 1,33 (FIGURA 6). A suspensão viral apresentou-se 

homogênea e límpida, sugerindo a eficiência do método utilizado para a 

purificação do vírus. A concentração de proteína viral na suspensão foi 

estimada espectrofotometricamente em 4,07 mg/mL (FIGURA 6), confirmando 

o anteriormente obtido por Lima et al. (1995). 0 perfil eletroforético da 

suspensão de CMV apresentou a migração de apenas uma banda protéica de 

massa molecular aparente estimada em 29 kDa (FIGURA 10). Esse resultado 

foi igual ao obtido por Lima et al. (1995) e por Brioso (1986) para um isolado do 

CMV. A suspensão viral mantida a 100 °C por 10 min mostrou o mesmo perfil 

eletroforético, não demonstrando fragmentação da proteína do capsídeo viral. 

Porém, o vírus perdeu sua capacidade infectiva, uma vez que não provocou o 

aparecimento de nenhuma lesão necrótica em folhas de C. amaranticolor 

inoculadas com o vírus termo-inativado. Os mesmos resultados foram também 

obtidos com TMV e SqMV quando termo-inativados e a explicação possível é a 

mesma utilizada para o TMV, ou seja, a de que as estruturas tridimensionais do 

capsídeo viral dos vírus de plantas exercem um papel fundamental na 

preservação da integridade do ácido nucléico e, conseqüentemente, na 

capacidade do vírus causar doença nas plantas infetadas. 

5.4 - Resposta Imunológica Induzida por CMV Ministrado pelas Vias Oral e 

Nasal 

As respostas imunes induzidas pelo vírus purificado nativo 

administrado pela via oral mostraram síntese de anticorpos específicos, mas 

não houve produção de anticorpos quando a imunização dos animais foi feita 

com vírus termo-inativado, quando a síntese de anticorpos específicos foi 

testada tanto com a placa sensibilizada com vírus purificado, quanto com a 

placa sensibilizada com extrato de planta infectada (FIGURAS 38 e 39). Os 

resultados positivos, estatisticamente significativos (p < 0,05), podem ser 

explicados pela presença do CMV tanto na suspensão viral quanto no extrato 

foliar infectado. O fato do CMV termo-inativado não ter induzido produção de 

anticorpos confirma a suposição feita anteriormente de que as estruturas 

tridimensionais do capsídeo viral dos vírus de plantas, além de serem 
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importantes para preservar a capacidade dos mesmos de causar infecção nas 

plantas, também exercem papel fundamental na indução de anticorpos 

específicos nos camundongos. 

As respostas imunes de camundongos imunizados pela via oral 

tenderam a ser superiores às respostas induzidas pela via nasal e não houve 

diferença quando os títulos de anticorpos específicos foram testados com os 

diferentes tipos de sensibilização das placas de ELISA (FIGURA 43). Porém, o 

uso do CMV na imunização nasal não estimulou uma resposta imune mais 

precoce nem maior que a induzida pela via oral, contradizendo estudos de Wu 

et al. (1997). Esse resultado possivelmente explicaria o fato de que foram 

usadas doses dez vezes menores de proteína para a via nasal que para a via 

oral, e essa menor quantidade de proteína na dose foi capaz de imunizar 

através de uma região muito vascularizada como a nasal, mas não foi capaz de 

igualar ou superar os elevados valores alcançados pela imunização oral. 

5.5 - A Infecção por SqMV e a Caracterização das Proteínas do Capsídeo 

Viral 

O SqMV após cerca de 15 dias da inoculação ocasionou nas folhas de 

C. melo híbrido 'Hi Mark, sintomas sistêmicos caracterizado por mosaico 

(FIGURA 3A), quando comparada com os das folhas de plantas sadias da 

mesma idade (FIGURA 3B). Sintomas semelhantes foram obtidos por Lima & 

Amaral (1985) em inoculações do mesmo vírus. A suspensão purificada do 

SqMV obtida através do método de purificação adotado mostrou um espectro de 

absorção ultravioleta, típico de vírus da família Comoviridae, com as relações de 

absorção entre 260 e 280 nm (A260/A280 = 1,74) e de absorção máxima pela 

mínima (Amax/Amin) de 1,48 (FIGURA 11), com valor aproximado ao obtido por 

Lima & Amaral (1985), que foi de 1,6. A suspensão viral apresentou-se 

homogênea e límpida, o que sugere a eficiência do método utilizado na 

purificação. A concentração de proteína viral na suspensão foi estimada 

espectrofotometricamente (FIGURA 7) em 11,47 mg/mL. O perfil eletroforético 

da suspensão do SqMV apresentou a migração de duas bandas protéica, com 

massas moleculares aparentes estimadas em 21 e 43 kDa (FIGURA 11). 

Segundo van Regenmortel et al. (2001), os Comovirus e os Fabavirus têm duas 
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proteínas nas suas capas protéicas com massas moleculares aparentes 

estimadas em 40-45 kDa e 21-27 kDa. A suspensão viral mantida a 100°C por 

10 min mostrou o mesmo perfil eletroforético, não demonstrando fragmentação 

da proteína do capsídeo viral. Contudo, o SqMV perdeu sua capacidade 

infectiva, uma vez que não apareceu nenhuma lesão necrótica em folhas de C. 

amaranticolor inoculadas. Os mesmos resultados foram também obtidos pelos 

demais vírus (TMV, SqMV e CABMV), quando termo-inativados e as explicações 

possíveis são as mesmas utilizadas para o TMV e o CMV. 

5.6 - Resposta Imunológica Induzida por SqMV Ministrado pelas Vias: Oral 

e Nasal. 

As respostas imunes induzidas pelo vírus purificado nativo ministrado 

pela via oral mostraram síntese de anticorpos específicos estatisticamente 

significativo (p < 0,05) detectados tanto quando se utilizou placa sensibilizada 

com vírus purificado, quanto com placa sensibilizada com extrato de planta 

infectada (FIGURAS 44 e 46). Já quando os animais foram imunizados com o 

vírus termo-inativado não houve síntese de anticorpos específicos testados 

com as placas em idênticas condições (FIGURAS 45 e 46). Os resultados 

positivos podem ser explicados pela presença do SqMV tanto na suspensão 

viral quanto no extrato foliar infectado. O fato do SqMV termo-inativado não ter 

induzido produção de anticorpos sugere que as estruturas tridimensionais do 

capsídeo viral dos vírus de plantas, além de serem importantes na preservação 

da capacidade dos mesmos de causar infecção nas plantas, exercem também, 

papel fundamental na capacidade dos mesmos de induzir produção de 

anticorpos específicos em camundongos. 

De uma maneira geral, as respostas imunes de camundongos 

imunizados pela via oral tenderam a ser superiores às da via nasal e não houve 

diferença quando a avaliação foi feita com diferentes tipos de sensibilização da 

placa (FIGURA 51). 
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5.7 — A Infecção por CABMV e a Caracterização das Proteínas do 

Capsídeo Viral 

O CABMV, após cerca de 15 dias da inoculação nas folhas de 

V.unguiculata, ocasionou sintomas sistêmicos caracterizados por mosaico 

severo, enrolamento das folhas, atrofia no desenvolvimento da planta, 

deformações foliares e bolhosidade (FIGURA 4A), quando comparadas com as 

folhas de plantas sadias da mesma idade (FIGURA 4B). 

A suspensão purificada do CABMV obtida através do método de 

purificação adotado, mostrou um espectro de absorção ultravioleta, típico de 

vírus da família Potyviridae (Lima et a1.,1979), com as relações de absorção 

entre 260 e 280 nm (A260/A280) de 1,89 e de absorção máxima pela mínima 

(Amax/Amin) de 1,4 (FIGURA 8 ). A suspensão viral apresentou-se homogênea 

e límpida, sugerindo a eficiência do método utilizado na purificação do vírus. A 

concentração de proteína viral na suspensão foi estimada 

espectrofotometricamente em 9,85 mg/mL (FIGURA 8). 0 perfil eletroforético 

da suspensão de CABMV apresentou a migração de uma banda protéica de 

massa molecular aparentemente estimada em 35 kDa (FIGURA 12). Lin et al. 

(1989) constataram um único tipo de proteína com 36 kDa no capsídeo de um 

poytvirus, em análise de eletroforese em gel de poliacrilamida. Outros autores 

encontraram duas bandas, mas justificaram como uma degradação enzimática 

da proteína capsidial de 35-36 kDa durante o processo de purificação e 

estocagem do vírus (Lima et al., 1979; Bezerra et al., 1995). 

5.8 - Resposta Imunológica Induzida por CABMV Ministrado por Via Oral 

Apenas a suspensão viral do CABMV nativo não submetida a termo-

inativação foi usada para imunização por via oral, uma vez que a forma nativa, 

nas condições testadas, não foi imunogénica na concentração de proteína 

utilizada. Não foi demonstrada síntese de anticorpos específicos nem pelo teste 

de dupla difusão, nem pelo teste de ELISA independente do tipo de 

sensibilização da placa (FIGURAS 52, 53 e 54). 
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5.9 - Comparação da Intensidade da Resposta Imunológica Induzida pelos 

Diferentes Vírus pela Via Oral 

Numa comparação global das respostas imunes induzidas com os 

diferentes virus através da imunização pela via oral foi aquela obtida com o 

CMV, como antígeno, a que apresentou tendência mais acentuada, tanto 

quando a síntese de anticorpos específicos, avaliada com a placa sensibilizada 

com o extrato de planta infectada quanto com a placa sensibilizada com o vírus 

purificado. A resposta imune ao SqMV testada em placa sensibilizada com 

Vírus purificado e com extrato de planta infectada, apesar de ter sido inferior à 

do CMV tendeu a ser duas vezes superior à resposta ao TMV. O TMV 

apresentou os menores valores nos títulos de ELISA*. O CABMV por não ter 

sido capaz de estimular resposta imune nos camundongos não foi incluído na 

comparação (FIGURA 55). Isso ocorreu possivelmente porque foi utilizada uma 

dose (500 pg) inferior à utilizada com os outros vírus (1000 pg ou 1 mg). 

Florindo et al. (2002) obtiveram resultados positivos utilizando o CpSMV por via 

oral com a mesma dose (500 pg), uma possível explicação seria o fato do 

CpSMV ser um vírus mais estável, com proteínas do capsídeo de massas 

moleculares aparentes estimadas em 43, 23 e 21 kDa e o CABMV com massa 

molecular aparente estimada em 35-36 kDa pertencente ao gênero dos 

Potyvirus, que são considerados altamente instáveis. 

5.10 - Comparação da Intensidade da Resposta Imunológica Induzida 

pelos Diferentes Virus pela Via Nasal 

Numa comparação global das respostas imunes induzidas com os 

diferentes vírus através da imunização pela via nasal foi aquela obtida com o 

SqMV usado como antígeno que apresentou tendência mais acentuada, tanto 

quando a síntese de anticorpos específicos foi avaliada com a placa 

sensibilizada com o extrato de planta infectada quanto com a placa 

sensibilizada com o virus purificado. A resposta imune, estatisticamente 

significativa (p < 0,05), avaliada com placas de ELISA sensibilizada com SqMV 

purificado apresentou maior valor nos títulos de ELISA* do que aquela 

apresentada quando a avaliação foi feita com placas de ELISA sensibilizadas 

com extrato de planta infectada, também estatisticamente significativo (p< 
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0,05). A resposta imune induzida pelo CMV, estatisticamente significativo (p < 

0,05), quando avaliada com placa sensibilizada com vírus purificado e com 

extrato de planta infectada, apesar de ter tido tendência inferior à do SqMV, 

apresentou resposta inicial com títulos em ELISA* com tendência superior à do 

TMV até 14 dias após o início da imunização e, a partir de então as respostas 

aos dois vírus (CMV e TMV) apresentaram tendência a intensidades 

praticamente iguais (FIGURA 56). 

Uma vez que não se detectou síntese específica de anticorpos IgE 

quando os camundongos foram imunizados com TMV pela via subcutânea, e 

com CMV e SqMV pela via oral, essa seria uma vantagem adicional para o uso 

desses vírus como vetores de antígenos uma vez que, aparentemente, não 

induzem síntese de IgE com potencial resposta anafilática. 

Embora os antígenos reconhecidos como de alta capacidade 

imunogênica sejam aqueles de maior massa molecular (Tizard, 1998), o 

capsídeo viral do TMV, apesar de apresentar uma proteína de apenas 17 kDa, 

mostrou ser capaz de imunizar através de todas as vias de imunização 

estudadas, inclusive desenvolvendo imunidade periférica quando administrado 

em doses relativamente baixas de antígeno pelas vias oral e nasal (via oral: 

100 µg/dose; via nasal: 10 pg/dose), possivelmente devido ser um vírus 

altamente estável. Aparentemente, no caso do TMV, outros fatores, que não 

apenas a massa molecular, influenciaram sua capacidade imunogênica. 

Diante dos resultados obtidos, pode-se sugerir que, por sua 

capacidade de induzir respostas imunes periférica pela via subcutânea, mesmo 

sem o uso de adjuvantes, pela via oral e pela via nasal (com doses 

relativamente baixas para estas vias), o TMV pode ser privilegiado na escolha 

como vetor de antígenos patogênicos em procedimentos de vacinação. Da 

mesma forma, pode-se dizer que CMV e SqMV também são dotados de 

capacidade imunogênica, confirmando estudos feitos com outros vírus de 

planta para o mesmo propósito (Brennan et al., 1999; Yusibov et al, 1997; Koo 

et al., 1999; Langeveld et al., 2001, Florindo et al., 2002). Contudo, o CMV pela 

via oral e o SqMV pela via nasal seriam provavelmente as escolhas mais 

adequadas (FIGURAS 55 e 56), como vetores patogênicos em procedimentos 

de vacinação/imunização. Quanto à capacidade imunogênica do CABMV ela 
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necessita ainda experiências complementares para uma avaliação conclusiva. 



6-CONCLUSÕES 

1. 0 vírus, TMV induziu resposta imune em camundongos Swiss imunizados 

pelas vias subcutânea, oral e nasal. A imunização por via subcutânea em 

presença de Al(OH)3  revelou o efeito adjuvante dependendo do método de 

avaliação dos títulos de anticorpos específicos; 

2. Os vírus CMV, SqMV, na forma nativa, induziram resposta imune em 

camundongos imunizados pelas vias nasal e oral; 

3. TMV, CMV e SqMV perderam as capacidades infectantes e imunogênicas 

após termo-inativação; 

4. Não foi detectada resposta imune contra as proteínas do extrato de folhas 

de N. benthamiana, planta-hospedeira do TMV. A despeito de ter sido 

detectada resposta imune ao TMV quando foi utilizado o extrato de folhas 

infectadas para induzir imunização nos camundongos pelas vias 

subcutânea e oral; 

5. Não foi detectada síntese de IgE específica em camundongos imunizados 

pelas vias subcutânea e oral com TMV nativo e com extrato de folhas 

infectadas por este vírus. Igualmente não houve síntese de IgE específica 

quando os camundongos foram imunizados pelas vias oral e nasal com 

CMV e SqMV. 

6. Os resultados da avaliação da capacidade imunogênica do CABMV não 

foram conclusivos; 

7. 0 TMV, por suas características parece ser um vírus de escolha para 

imunização quer pela via subcutânea, quer pela oral, quer pela nasal; 

8. 0 CMV tem tendência a induzir melhor resposta imunológica por via oral e o 

SqMV pela via nasal 

9. A capacidade imunogênica dos vírus vegetais aparentemente está 

relacionada com a estrutura dos vírus, mas essa possibilidade necessita 

140 
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ainda de experiências complementares; 

10.Os vírus vegetais parecem ser dotados de propriedades especiais que os 

tomam alvo de uso potencial em procedimentos de imunização/vacinação. 
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