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RESUMO

A andlise SDS-PAGE do Cowpea severe mosaic virus (CPSMV) purificado revelou a migragéo de trés fragdes protéicas
estimadas em 43, 23 e 21 kDa, correspondentes as proteinas do capsideo: denominadas proteina maior (43 kDa) e menor (23 kDg;
intactae 21 kDg; clivada). As proteinas do capsideo, na sua forma nativa, foram utilizadas naimunizago de camundongos pelas vias
oral e nasal, durante 10 dias consecutivos. As fragdes protéicas de 43 e 23 kDa, em sua forma desnaturada, foram utilizadas para
imunizacdo subcuténea. A resposta imunol 6gica da mucosa foi avaliada pela proliferacéo celular das placas de Peyer de camundongos
imunizados pelaviaora com o CPSMV purificado. Ficou demonstrado que o CPSMV induz respostaimunol 6gica, evidenciada pela
sintese de anticorpos séricos, quando administrado na sua forma nativa pelas vias oral e nasal ou através de suas proteinas do capsideo
desnaturadas, pela via subcutanea. N&o foi necessério o uso de adjuvantes, quer por viaoral quer por vianasa. As fracdes protéicas
de 43 e 23 kDa mostraram-se responsaveis pelaimunogenicidade do virus, como foi evidenciado pela sintese de anticorpos especificos
detectados por ELISA. A andlise da proliferacdo celular da placas de Peyer revelou um aumento (r=0,88) do nimero de leuctcitos ao
longo de 42 dias apds aimunizagdo. Esses resultados reforcam a possibilidade do uso do CPSMV como vetor seguro de antigenos de
doencas humanas/animais pouco imunogénicos para producdo de vacinas.

Termos paraindexagéo: Comovirus, imunizagdo nasal, imunizagdo oral, vacina, vetor viral.

ABSTRACT

SDS-PAGE analysis of purified Cowpea severe mosaic virus (CPSMV) revealed the migration of three protein fractions of
43, 23 and 21 kDa, corresponding to the capsid protein called large protein (43 kDa) and small protein (23 kDa; intact and 21 kDa;
cleaved). The capsid proteins, in their native form, were used to immunize mice through oral and nasal routes for ten consecutive
days. The denatured form of the 43 and 23 kDa protein fractions were used for subcutaneous immunization. The mucosal immune
response was detected by the cellular proliferation of the Peyer's patches of mice immunized by oral route with CPSMV. It was
demonstrated that CPSMV induces immune response, evidenced by the synthesis of specific antibodies, when administered in the
native form by the oral and nasal routes or with two denatured capsid proteins by the subcutaneous route. The use of adjuvantsin
the oral and nasal immunizations was not necessary. The 43 and 23 kDa protein fractions were responsible for the immunogenicity
of the virus, evidenced by the synthesis of specific antibodies detected by ELISA test. The cellular proliferation anaysis of the
Peyer's patches revealed an increase (r=0.88) of leucocytes along 42 days after immunization. The results reinforce the possibility
of the use of CPSMV as a safe vector of antigens for human/animal diseases of low immunogenicity for the production of vaccines.

Index terms; Comovirus, nasal immunization, oral immunization, vaccine, viral vector.
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INTRODUCAO de usé-los como sistema de expressdo de antigenos

. . . . (PORTA & LOMONOSSOFF, 1998; STREATFIELD &
Virus que infectam plantas ndo sdo patogénicosa  {owARD 2003).

vertebrados. Mas aindugéo da resposta imunol 6gica, com Cowpea severe mosaic virus (CPSMV), familia
conseqiente producdo de anticorpos, por tais virus, vem  Comoviridae, género Comovirus, € um virus que infecta
atraindo particular atengdo pela crescente possibilidade  plantas, com genoma de ssSRNA positivo, capaz de infectar
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naturalmente plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata)
através da transmissdo por coledpteros, especialmente
espécies dafamiliaChrysomelidae (KIMATI et al., 1997).

O CPSMV é um virus de morfologiaisométrica,
com diémetro entre 28 e 30 nm. O capsideo é formado por
60 cOpias de uma proteina maior (43 kDa) e 60 copias de
uma proteina menor (23 kDa) (CHEN & BRUENING, 1992).
Seu genoma é dividido em dois segmentos de RNA de
fita simples (RNA-1 e RNA-2), os quais sdo
separadamente  encapsidados e  possuem
aproximadamente 6.0 e 3.5 kb, respectivamente. O RNA-1
codifica proteinas envolvidas na replicacéo do RNA viral,
enguanto o RNA-2 codifica as proteinas do capsideo e a
proteina necessdria para 0 movimento, cdlulaacélulaea
longadistancia do virus (GOLDBACH et d., 1980). Ambos
0s RNASs sdo necessarios para que ocorra a infeccéo
sistémica na planta hospedeira.

Virus que infectam plantas dotados de alta
capacidade imunogénica podem ser usados como
potenciais carreadores ou vetores de proteinas de menor
poder imunogénico em sistemas conhecidos como
apresentacdo de antigeno, nos processos de imunizag&o
(BRENNAN et al., 1999; GILLELAND JUNIOR et d., 2000;
SOUZA et a., 2005; WAGNER et a., 2004). Dentre as
vantagens do uso dos virus vegetais para tal proposito
pode-se destacar: os vetores podem ser multiplicados
em casas de vegetacdo; rapida propagacdo do virus na
planta hospedeira (1-2 semanas); atos rendimentos das
particulas virais (1-2 g/kg de tecido foliar); muitos virus
vegetais sdo termoestaveis (PORTA & LOMONOSSOFF,
1998) e, por ndo serem infecciosos para humanos e
animais, constitui-se numa alternativa segura para
processos de vacinagéo.

Alguns virus gque infectam vegetais, entre eles o
CPSMYV, quando administrados por vias mucosas tém a
capacidade de induzir uma resposta imunoldgica
evidenciada pela sintese de anticorpos séricos especificos
(FLORINDO et a., 2002; KOPROWSKI & YUSIBOV, 2001;
LIMA & NELSON, 2001), pois os compartimentos do
sistema imune das mucosas sdo conectados entre si e com
o restante do sistemaimune (ABBAS et al., 1998).

Objetivou-se, no presente trabalho, estudar a
resposta imune humoral de camundongos Swiss
imunizados pelas vias oral e nasal com uma solugdo
purificada do CPSMV e pelavia subcutéanea com duas
proteinas constitutivas do capsideo viral, e analisar a
proliferacdo celular das placas de Peyer dos
camundongos imunizados pela via oral com virus
purificado.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal e procedimento de purifica¢do

Plantas de feijdo-caupi sadias foram inoculadas com
extrato vegetal tamponado infectado com CPSMV e
mantidas em casa de vegetacdo. O virusfoi purificado 10
dias apbs ainoculagdo a partir de folhas infectadas, pelo
método de precipitagdo com poalietilenoglicol (PEG 6000),
apos a clarificagdo do extrato foliar com n-butanol de acordo
com Florindo et a. (2002). Para confirmagéo da pureza da
solugdp viral purificada, amostras foram analisadas em gel
de poliacrilamida (PAGE), contendo dodecil sulfato de sodio
(SDS) de acordo com o método descrito por Laemmli (1979).
A concentragdo de proteinafoi determinada pelo método
de Bradford (1976).

Procedimentos de imunizagéo

Grupos de 10 camundongos Swiss fémeas, com dois
meses de idade, foram imunizados por trésvias: oral com
proteinas do capsideo nativas do CPSMV - imunizacdo
via gavagem, durante 10 dias consecutivos, de 200 ml de
uma solucéo de virus purificado contendo 10 mg de
proteinas do capsideo viral; nasal com proteinas do
capsideo nativas do CPSMYV - com o auxilio de uma seringa
de Hamilton, os animais foram imunizados com doses de
2,5ml de uma solugdo de virus purificado, durante 10 dias
consecutivos, contendo 2,5 mg de proteinas do capsideo
viral; subcutanea com as proteinas de 43 e 23 kDa do
capsideo do CPSMV desnaturadas - ap6s SDS-PAGE,
bandas correspondentes as subunidades protéicas de 43 e
23 kDa do capsideo viral foram cortadas de géis de
poliacrilamida, maceradas separadamente em microtubos
com auxilio de N, liquido, e posterior adicéo de NaCl 0,15M.
Em seguida, dois grupos foram imunizados pela via
subcuténea na regido dorsal. O primeiro grupo recebeu uma
dose de 200 ml, contendo 10 mg da subunidade protéica de
43 kDa. O segundo grupo recebeu uma dose equivalente da
subunidade protéica de 23 kDa. Ambos os grupos foram co-
inoculados com o adjuvante Marcol 52. Como controle, um
terceiro grupo foi inoculado com o macerado de gel de
poliacrilamida suspenso em NaCl 0,15M, juntamente com
Marcol 52. Doses de reforgo foram dadas aos 21 e 35 dias
apo6s o inicio daimunizacdo (DAI), com aexcegdo dos animais
imunizados para o estudo da resposta mucosa.

Obtencéo dos anti-sor os

Os anti-soros foram obtidos 7, 14, 21, 28, 35 e 42
dias a contar do inicio daimunizag&o por puncdo do plexo
retro-orbital dos camundongos anestesiados. Os anti-
soros foram armazenados a—20 °C até o momento do uso.
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ELISA (Enzyme Linked Immunosor bent Assay)

A respostaimune induzida pelo CPSMV integro e
pelas subunidades protéicas 43 e 23 kDa do capsideo foi
quantificada pela determinacdo do teor de anticorpos
especificos (ALMEIDA, 1995). Virus purificado e extrato
total de folhas infectadas pelo virus foram usados como
antigeno. Extrato de folhas ndo-infectadas foi usado como
controle negativo. As reacbes foram medidas por
absorbancia com comprimento de onda de 492 nm em um
micro ELISA Labsystems Multiskan MS.

Extracdo e contagem das placas de Peyer

Os camundongos foram divididos em dois grupos:
imunizados por viaora com virus purificado (CPSMV) ou
inoculados com agua destilada. Nos dias 7, 14, 21, 28, 35 e
42, apds o término da alimentacdo, os camundongos foram
sacrificados e trés placas de Peyer foram cuidadosamente
removidas e maceradas em 1mL de NaCL 0,15M, com 5%
de soro bovino fetal. Esse homogenato foi centrifugado a
2.500g por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o
precipitado ressuspenso em 3 mL de NaCL 0,15M e
novamente centrifugado. Foram retirados 50 puL do
homogenato das placas de Peyer para coloragdo com 450
pL do corante de Turk. Umaaliquota de 50 pL foi analisada
em camara de Neubauer, para contagem do nimero de
células. O valor de cada contagem foi multiplicado por um
fator de 10°para obtencéo do valor total de leuctcitos por
mL, que foi utilizado para o calculo dareta de regressdo. O
coeficiente de correlagdo e os erros padrbes das médias
dos leucdcitos também foram cal culados.

RESULTADOSE DISCUSSAO

O perfil detroforético em SDS-PAGE das proteinas do
capsideo do CPSMV revelou amigragdo de trés fragbes com
massas moleculares estimadas em 43 (proteina maior do
capsideo), 23 (formaintacta da proteina menor do capsideo) e
21 kDa (forma clivada da proteina menor do capsideo) (Fig. 1).
Embora os comovirus possuam gpenas duas proteinas do
capsideo, a presenca de uma terceira subunidade de baixo
peso molecular em preparagBes virai s purificadas é comum
em membros desse género (BRIOSO et al., 1994).

O CPSMYV induziu resposta imunol égica, evidenciada
pela sintese de anticorpos séricos especificos, quando
administrado através de sua formaintacta pelasviasora e
nasal (Fig. 2). Nao foi necessério 0 uso de adjuvantes nos
esquemas de imunizacdo, quer pelaviaora ou nasal. Y usibov
et al. (1997) demonstraram que camundongos imunizados
pelaviaintraperitonial com Alfalfa mosaic virus recombinante
contendo determinantes antigénicos para o virus daraivae

HIV, manifestaram efetiva resposta imune sem auxilio de
adjuvantes. Imunizag8o de camundongos com o peptideo
expresso no contexto da particula do virus vegetal parece
ser mais imunogénico que a administragao de uma
quantidade equivalente do mesmo peptideo, com o auxilio
de adjuvantes (YUSIBOV et a., 2002).

Embora os animais imunizados pela via nasal tenham
recebido doses quatro vezes menores que agquel es imunizados
pelaviaoral, ambas as vias demonstraram efic&cia nainducdo
de sintese de anticorpos especificos contra o capsideo viral,
0 que esta de acordo com os resultados obtidos por Durrani
et a. (1998) que estudaram a resposta imune de camundongos
imunizados pelas vias ora e nasal com o CPMV expressando
0 peptideo gp4l do HIV-1. Asvias ord e nasa vém sendo
utilizadas para umaimunizacdo eficiente em diversos sistemas
utilizando vetores virais expressando peptideos antigénicos.
Karasev et al. (2005) aimentaram caundongos com folhas de
espinafre infectadas com Tobbaco mosaic virus (TMV)
expressando a proteina Tat do HIV-1, em seu capsideo. O
procedimento de imunizagdo induziu altos niveis de anticorpos
contraa proteina Tat. Utilizando a mesma estratégia Y usibov
et a. (2002) imunizaram camundongos através davia oral com
0s virus vegetais Alfalfa mosaic virus (AIMV) e TMV
expressando um determinante antigénico (proteina G) do virus
daraiva. Os autores foram aém. Humanos que haviam sido
imunizados contra o virus da raiva por vacinaco convenciona
responderam especificamente contra 0 peptideo antigénico
apods ingestéo de folhas de espinafre infectadas com virus
recombinante. Da mesma forma, humanos ndo-imunizados
previamente contra o virus daraiva apresentaram significante
titulacdo de anticorpos especificos gpds serem imunizados
com o vetor viral, expressando o peptideo antigénico.
Nemchinov et d. (2000) conseguiram induzir a sintese de
anticorpos contra diferentes variantes do virus da hepatite C
por meio daimunizagdo nasal de camundongos com TMV,
expressando o epitopo da sequéncia de uma regido
hipervariavel (HVR 1). Interessantemente, o antigeno usado
naimunizagdo foi o extrato de folhas infectadas com o vetor
recombinante, comprovando que mesmo pequenas
guantidades do antigeno administrado por essa via €
suficiente parainduzir respostaimune.

A resposta imune de animais imunizados pela via
subcutanea com a subunidade 43 ou 23 kDa do capsideo do
CPSMV, tendo Marcol 52 como adjuvante, revelou a
especificidade dos anticorpos policlonais (Fig. 2). As frages
protéicas de 43 e 23 kDa mostraram-se responsaveis pela
imunogenicidade do virus, como foi evidenciado através da
sintese de anticorpos especificos detectados por ELISA até
0s 42 DAI (Fig. 2). Nao foi detectada sintese de anticorpos
especificos contra as proteinas da planta quando folhas de
caupi ndo-infectadas foram usadas (dado n&o-mostrado).
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Figura 1 — Perfil eletroforético das subunidades protéicas purificadas do capsideo do CPSMV em SDS-PAGE a 12%.
Colunas: M - padréo de massa molecular (kDa), 1— Proteinas do capsideo do CPSMV (30 ug).
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Figura 2 — Teste de ELISA revelando a cinética de acimulo de imunoglobulinas totais especificas para 0 CPSMV
em antisoro de camundongos imunizados com: (¢) 2,5 pg de particulas do CPSMV pela via nasal, (w) 10 pg de
particulas do CPSMV pelaviaoral, (A) 10 ug da proteina 23 kDa do capsideo ou (o) 10 g da proteina 43 kDa do
capsideo pela via subcuténea com Marcol 52. Como controle foram usados antisoros de camundongos néo-
imunizados (preimune) (e) e de animais inoculados pela via subcutanea com o macerado de gel de poliacrilamida
(==). Extrato total de folhasinfectadas foi usado como antigeno. As setas indicam os dias de aplicac&o dos reforgos.

A resposta imune de camundongos Swiss
imunizados por via oral com CPSMV purificado foi
analisada indiretamente através da quantificacéo das
células das placas de Peyer que, segundo Xu-Amano
et al. (1992) sdo os maiores sitios de sintese de IgA em
mamiferos. O nimero de células nas placas de Peyer
aumentou em func&o do tempo apds aimunizagéo (Fig.
3, 4). Essas células provavelmente sdo linfécitos B

especificos para sintese de IgA, os quais se diferenciam
em células plasmaticas produtoras de IgA (K1Y ONO et
al., 1984). Essaresposta detectada ao nivel das placas
de Peyer mostra, pela primeira vez, um
comprometimento do sistema mucoso induzido em
camundongos pela ingestdo de um virus vegetal.
Restaria ainda, determinar na superficie intestinal, a
presenca de IgA especifica.
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Figura 3 — Contagem de leucécitos das placas de Peyer obtidas de camundongos imunizados com o CPSMV
purificado (m) e ndo imunizados (o). Tratamentos com a mesma letra ndo diferem pelo teste de Ducan, a 5% de

probabilidade. Barras representam os desvios padrdes.
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Figura 4 — Reta de regressao obtida a partir de contagens de lecucécitos das placas de Peyer de camundongos

imunizados com 0 CPSMV purificado.

Esses resultados demonstram o potencia do uso
do CPSMV como vetor seguro de anigenos de doencas
humanas/animais pouco imunogénicos para a producdo
de vacinas. Um reforco a essa afirmagdo € o trabaho de
Souza et d. (2005), os quais acoplaram covalentemente
particulas do CPSMV amolécula p28 do virus da artrite-
encefalite caprina (CAEV). Esse conjugado foi eficiente
em induzir uma resposta imune contra a proteina p28.

CONCLUSOES

O CPSMV induz resposta imunolégica quando
administrado como virus purificado pelas vias oral e nasal,
ou através de duas de suas proteinas do capsideo
desnaturadas, pela via subcutanea.

Nas imunizagdes pelas vias oral e nasal ndo se faz
necessario 0 uso de adjuvantes.
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As proteinas do capsideo 43 e 23 kDa sdo
responséveis pela imunogenicidade da particula viral do
CPSMV.

Ocorre aumento do ndimero de leucécitos das placas
de Peyer de camundongos imunizados pela via oral com
particulas purificadas do CPSMV, ao longo de 42 dias apds
aimunizac&o.
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