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I - INTRODUCZEKDO

O carrapato Boophilus microplus & um Aacaro hematdfago

que parasita principalmente o gado bovino. Seu ciclo de vi-
da & simples. Passa através dos estagios de larva, ninfa e
adulto sobre o mesmo hospedeiro, alimentando-se do sangue
bovino em cada est3qgio. A vida parasitlria transcorre em
trés semanas. Apds este perlodo a fémea incurgitada cai ao
solo, e depois de 2 - 3 dias inicia a postura, que se pro-
longa por 10 - 15 dias. Ao final da oviposicao a fémea mor-

re (GONZALES , 1975).

Os ovarios de fémeas recem caldas sdaoc pequenos e oS
oocitos presentes imaturos. Sua maturacdo ocorre durante a
pré-oviposicao, periodo aue se caracteriza por um rapido au-

mento do ovario (CHERRY, 1973).

Na oogénese dos acaros, assim como na dos insetos, a
fase de acelerado crescimento do odcito, com sua completa

maturacao, corresponde 3 vitelogénese (DIFHL, 1970; WYATT e



PAN, 1978; ENGELMANN, 1980). Este periodo envolve um aclmu-
lo de glicidios, lipldios e proteinas de reserva, cuja fun-
cdo serd suprir as necessidades metabdlicas do embrido em

desenvolvimento (CHIPPENDALE, 1978).

Durante a vitelogénese ocorrem modificacOes no nicleo
e no citoplasma das células responsaveis pela sintese das
substancias de reserva. H3 um aumento na quantidade de DNA-
-nuclear, de ribossomas no reticulo endoplasmatico rugoso,
e das vesiculas de Golgi, demonstrando uma importante ativi-
dade biossintética nesta etapa da oogénese (WYATT, 1980).
Entre as moleculas sintetizadas nesta fase, destacam-se as
vitelogeninas que s3o os precursores das vitelinas, as
quais constituirdao a reserva proteica do ovo em desenvolvi-

mento (PAN e colaboradores, 1969).

TELFER (1954) encontrou na hemolinfa de fémea de Hyalo-

phora cecropia (bicho da seda), uma proteina com identidade

imunoldgica a proteina predominante do ovo. Concluiu que a
proteina do ovo tem origem extra-ovariana, sendo captada
pelo odcito em desenvolvimento. Resultados idénticos foram
obtidos em outras especies de insetos de diferentes ordens

(WYATT e PAN, 1978).

A sintese de vitelogenina fora do ovario foi demonstra-

da na barata Periplaneta americana, através de cultura "in

vitro"” dos corpos gordurosos com leucina marcada. A vitelo-

genina radioativa 1liberada foi identificada por imunopreci-



pitacdo (PAN e colaboradores, 1969). A identificacdo do cor-
po gorduroso como ©Orqao de sintese de viteloaenina foi rea-
lizada, posteriormente, também em outras esnécies de inse-

tos (ENGELMANN, 1980). Especula-se cque na Drosonhila melano-

gaster a vitelogenina seja produzida tanto no corpo gorduro-

so como no ovario (BOWNES e HAMES, 1978; BOWNES, 1979).

Em acaros foi verificado que as nroteinas de reserva
do ovo podem ter duas origens: uma enddgena, sintetizada pe-
lo proprio odcito em desenvolvimento e outra exdogena, sinte-

tizada no intestino (DIFHL, 1970; JENNI, 1971).

As vitelogeninas de origem extra-ovariana s3o secreta-
das na hemolinfa e posteriormente incorroradas de modo sele-
tivo pelo oocito (ROTH e PORTER, 1964; KUNKEL e PAN, 1976).
Apds a incorporacao, independente do processamento a que sao
submetidas, estas proteinas sdo em geral denominadas de vi-
telinas (GELLISSEN e colaboradores, 1976; KUNKFL e colabora-

dores, 1920).

Nos insetos, a biossintese e a incorporacao ao odcito
das reservas utiliziveis na emhriogénese sao freafientemente
estimuladas por eventos esrecificos, como ingestao de ali-
mentos, acasalamento e mudancas no fotoperiodo (ENGELMANN,
1980). Na maioria das esreécies estudadas, este estimulo &
mediado endocrinamente nela "corpora allata". WIGGLESWORTH
(1936) demonstrou pioneiramente a participacao da “"corpora

allata" na vitelogénese, trabalhando com Rhodnius prolixus.




ENGELMANN (1969) comprovou a estimulacao hormonal da sinte-
se de vitelogenina. Verificou que a injecdo de hormdnio ju-
venil (secretado pela "corpora allata") em fémeas imaturas

de Leucophaea maderae causa a sintese de uma proteina vite-

logénica da hemolinfa, a qual pode ser precipitada por anti-
-soro contra protelnas da hemolinfa da fémea. ENGELMANN
(1971) demonstrou que a sintese induzida pelo hormdnio juve-

nil podia ser inibida por Actinomicina D.

O hormdénio juvenil regula també&m a incorporacao da vi-

telogenina pelo odcito. DAVEY e HUBNER (1974) demonstraram
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que o epitélio folicular de Rhodnius prolixus incubado "in

vitro" com hormdnio juvenil apresenta um aumento dos espa-
cos inter-celulares, Verificaram que esta modificagao indu-
zida pelo horménio juvenil nao & sensivel a inibidores da
sintese de RNA (Actinomicina D) e de proteinas (puromicina),
sendo contudo inibida por colchicina e citocalasina B, ini-
bidores da formacao de microtibulos e de microfilamentos,
respectivamente, Isto permite deduzir que as vitelogeninas
penetram nos espacos entre as ceélulas foliculares, alcangan-

do a superficie do obcito onde sofrem pinocitose.

A ecdisona, esterdide liberado pelas glandulas pro-to-
raxicas dos insetos, também influencia a vitelogénese, In-

duz a sintese de vitelogenina no Aedis aegypti (SPIELMANN e

colaboradores, 1971) e Drosophila melanogaster (HANDLER e

POSTLETHWAIT,1978),inibe a sua sintese na Leucophacea ma-

derae (ENGELMANN, 1971) e diminue o periodo de vitelogénese



no Rhodnius prolixus (GARCIA e colaboradores, 1979).

As informacGes sobre o controle enddcrino no desenvol-
vimento de Acaros s3do ainda restritas a poucas publicacdes.
Mc DANIEL e OLIVER (1978) trataram ninfas e fémeas alimenta-

das do carrapato Dermacentor variabilis com dois analogos

do horménio juvenil e B- ecdisona. Observaram cque este tra-
tamento diminue a percentagem das ninfas cuja ecdise trans-
corre com sucesso, e que estes compostos interferem na em-
briogénese, pois 64% dos ovos eliminados pelas fémeas trata-
das nao eclodiram. POUND e OLIVER (1979) observaram gue O
horménio juvenil, desfaz o bloqueio do desenvolvimento do
odocito causado pela aplicacdo topica nas fémeas da anti-
-alactropina precocene II, indicando a importancia do hormd-

nio juvenil na reproducao do carrapato Ornithodorus parke-

ri. No Boophilus microplus foi demonstrado que o rapido

crescimento ovariano que caracteriza o periodo de pré-ovipo-
sicdo & dependente da presenca de hormdnio juvenil como
acontece com as outras especies de carrapatos estudadas (GU-

MA e DEWES, em preparacao).

As vitelogeninas e vitelinas dos insetos ja analisa-
das, foram caracterizadas como glico-lipo-proteinas com 1 a
14% de glicidios e 6 a 12% de lipidios. Glicosamina e mano-
se sao os principais componentes glicidicos detectados (DEJ-
MAL e BROOKES, 1972; CHEN e colaboradores, 1978; KUNKEL e

colaboradores, 1978 e 1980). Na vitelina da Locusta migrato-

ria, o oligossacaridio que contem manose estid ligado a um
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reslduo de asparagina (YAMAZAKY, 1974). Na parte lipidica
foram encontrados fosfolipidios e diacil-glicerdis em maior
quantidade (CHINO e colaboradores, 1976; MUNDALL e LAW,

1979; CHINZEI e colaboradores, 1981).

Os glicldios podem ser estocados como grupo prostético
das protelnas vitelogénicas. YAMAZAKY (1974) demonstrou que
uma glicoproteina se constitui na principal reserva glicidi-

ca e proteica do ovo da Locusta migratoria. Por outro lado,

glicogénio pode ser sintetizado no ooplasma no final da vi-

telogénese, como foi observado em Appis mellifera e Musca

domestica (CHIPPENDALE, 1978).

As vitelogeninas dos insetos contem também uma pequena
quantidade de fosforo nao lipidico, nao tendo sido encontra-
das proteinas altamente fosforiladas como a fosfovitina das
aves e anflbios (ENGELMANN e FRIEDEL, 1974; GELLISSEN e co-
laboradores, 1976; CHEN e colaboradores, 1978; WILEY e WAL=

LACE, 1981).

Estas protelnas sao constituidas de diferentes subuni-
dades e sua massa molecular wvaria entre 225 a 550.000

(WYATT, 1980).

Em parasitas hematdfagos as vitelinas sdo freqtientemen-
te hemeproteinas. Especula-se que o grupo heme armazenado
durante a vitelogénese possa ser utilizado na fase embrioni-

ria para sintese dos sistemas de citocromos e outras heme-



-enzimas. Supoe-se que estes parasitas perderam ao longo da
evolucdao a capacidade de sintetizar o grupamento heme, tor-
nando-se dependentes de fontes exdgenas deste grupo (0'HA-

GAN, 1974).

A presenca de hemeproteinas em dcaros hematbfagos foi
verificada pela primeira vez por WIGGLESWORTH (1943), estu-
dando espectrofotometricamente a hemolinfa de fémeas em ovi-

posicdo e os ovos das espécies Ornithodorus moubata e Ixo=-

des ricinus.

BREMNER (1959), trabalhando com extrato aquoso, demons-

trou que a coloragao dos ovos de Boophilus microplus & devi-

do a uma hemeprotelna. Identificou a protoporfirina IX como
o grupo protético da proteina existente em altas concentra-

¢oes no ovo, a que chamou de "hemixodovina".

TATCHELL (1971) verificou a existéncia de hemeglicopro-

teinas na hemolinfa e nos ovos do Boophilus microplus, uti-

lizando eletroforese em gel de poliacrilamida. Demonstrou
que pelo menos uma das hemeproteinas encontradas na hemolin-
fa da fémea ovipositora & incorporada pelo obcito em desen-

volvimento,

Na especie Ornithodorus moubata DIEHL (1969) encontrou

que duas hemeprotelnas da fracao sollivel de ovos, correspon-
dem em eletroforese em gel de poliacrilamida a duas bandas

.4 . -~ s
de protelinas da hemolinfa da fémea, com as quais apresentam



semelhanca antigénica. Na mesma espécie, injetando leucina
tritiada nas fémeas, JENNI (1971) verificou a incorporacao
de proteinas marcadas pelos odcitos, durante a vitelogénese.
O obcito incorpora por pinocitose proteinas da hemolinfa,

que sao sintetizadas no intestino.

BOCTOR e KAMEL (1976) isolaram de extratos de ovos do

carrapato Dermacentor andersoni duas vitelinas (A e B), ca-

racterizando-as como lipo-glico-heme-proteinas. As duas fra-
¢oes purificadas sao imunologicamente idénticas e seu pre-

cursor foi detectado por imunoeletroforese na hemolinfa da

fémea.

As proteilnas soliiveis do Boophilus microplus, dquando

analisadas por coluna de Agarose 1,5, se distribuem em 3
principais fracoes hemeproteicas (I, II, III), as quais se
separam em 5 hemeproteinas através de eletroforese em gel de
poliacrilamida (MATA e colaboradores, em preparacdo). A con-
centracao relativa das fragdes obtidas na coluna de Agarose
1,5 varia durante o desenvolvimento. Nos primeiros dias que
seguem a oviposicao, nos ovos predomina a fracao II, cuja
concentracao diminue no decorrer do desenvolvimento. O desa-
parecimento desta fracao & acompanhada pelo surgimento das
demais fragoes hemeproteicas (I e III) que predominam nos es

tdgios finais da embriogénese e fase larval.

Similarmente, 4 fracoes hemeproteicas (I, II, III e IV)

foram separadas dos ovos do carrapato Hvalomma dromedarii




através de coluna de DFAE-celulose (KAMEL e colaboradores,
1982). Suas concentracoes relativas também variam ao longo
do desenvolvimento. As fracgoes I e II gue predominam no ini-
cio da embriogénese, sofrem gradativo decréscimo em suas con
centragdes, enquanto as fracgOes III e IV de baixas concentra
cOes iniciais, aumentam seus valores atingindo um maximo pou

cos dias antes da eclosao das larvas.

Estes resultados em ambos carrapatos sugerem que ocorra
interconversao entre os componentes hemeproteicos durante o

desenvolvimento, sem contudo isto ter sido demonstrado.

Dentro do objetivo de estudar as transformacoes que as

heme-glico-vitelinas do Boophilus microplus sofrem durante o

desenvolvimento, bem como seguir os passos biossintéticos de
- o -3

seus precursores, e importante obter-se estas protelnas mar-

cadas. A marcacao destas vitelogeninas facilita também os es

tudos relativos ao controle hormonal no processo da sintese

extra-ovariana, transporte na hemolinfa e captacao pelo oéci

to em desenvolvimento.

A introducao de glicidios radioativos na estrutura das
vitelinas se coloca como uma opgao para marca-las, uma vez
que se tratam de glicoproteinas. Isto pode ser realizado
através da inoculacgdo direta de glicidios radioativos, ou

- ) ~ 14 v - » » - .
atraves da inoculacao de C] aminocacidos glicogeneticos,
em fémeas no periodo de vitelogénese. A Gltima alternativa

se justifica pela suposicdo de gue o carrapato bovino possua
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uma gliconeogénese ativa, j& que & um parasita hematdfago,

cuja dieta & basicamente proteica.

Este trabalho descreve a obtencao das heme-glico-viteli

nas do Boophilus microplus marcadas radioativamente, utili-

zando-se como precursores [BH] Manose, {14C] Leucina, [3H]
Glicose, e uma mistura de [14C} aminodcidos. Além disso, as
propriedades das vitelinas marcadas sao analisadas durante
os diferentes estagios do desenvolvimento embrionario e lar-

val.



IT - MATERTIAL £ METODOS

A - MATERIAL

1 - Carrapato bovino Boonhilus microplus

Foram utilizadas fémeas do carrapato bovino Boophilus
microplus, de cepa denominada "resistente", mantida em cultu
ra sobre bovinos, na Faculdade de Veterinaria, UFRGS, pelo
Professor Joao Carlos Gonzales. As fémeas recém caldas do
hospedeiro foram trazidas ao laboratdrio, e incubadas a 27-
28° C e 70-80% de umidade relativa do ar., Durante o perfodo
de oviposicao, os ovos foram recolhidos diariamente, dividi-
dos em porcdes de 60 mg e re~incubados nas mesmas condicoes,

para se desenvolverem até larvas.,
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2 - Reagentes

Fornecidos pelos seguintes laboratorios:

a) Sigma Chemical Company:v

b) J. T. Backer Chemical Co.:

c) Bio=-Rad Laboratories:

d) New England Nuclear:

Riboflavina, Acrilamida,Temed,
Imidazol, N,N'-Metileno-bis-a-
crilamida, "Amido-black"

Dowex 50W-X2 (H') 200-400 mesh
Dowex 1-X8 (C1 ) 40-50 mesh

Bio-Gel A-1,5 200-400 mesh

+

[ ; '
D- 2-°H(N)| Manose: Atividade

especifica: 342

mCi/mmol
14 1
L*% ‘C(U) j Leucina: Atividade
especifica: 342
mCi/mmol
i 2
D~§l~”H(N)] Glicoses Atividade

especifica: 15
mCi/mmol
14

Mistura deiL~ C(U)fAminoéci—

dos: 1 mmol desta mistura con-
tém: L-Alanina (80u Ci), L-Ar-
ginina (70u Ci), acido-L-Aspar

tico (80n Ci), &cido L-Glutdmi
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co (125u Ci), L-Isoleucina (50
uCci), L-Leucina (140u Ci), L-
Fenilalanina (80u Ci), L-Tiro-
sina (40u Ci), L-Treonina (50
uCi), L-Valina (80up Ci), L-Li-

sina (60u Ci).

Todos os demais reagentes e solventes empregados foram

"pro-analise".

B - METODOS

1 - Preparacao de homogenados de ovos e larvas

Cada porcao de 60 mg de ovos ou larvas, na idade indica

da foi triturada em gral com 0,5 ml de Tampao TRIS-HC1l 0,1M

pH=8,1. A sequir, foi adicionado mais 0,5 ml do Tampao ao ma

cerado, o qual foi homogeinizado no aparelho de Potter-Elveh

jem. Este material

foi filtrado em papel Whatmann n® 1, e

centrifugado a 27.000 xg numa centrifuga refrigerada SORVALL

-superspeed RC2-B. O sedimento foi denominado de fracao inso

lavel, enguanto que o sobrenadante de fracio soliivel.
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2 - Injecado dos glicidios e aminoacidos radioativos

Uma micro-seringa Hamilton foi utilizada para injetar
num volume de 10yl os precursores radioativos, dorsalmen-

te, no intestino das fémeas, de acordo com a tabela I.

Tabela I - Injecdo dos precursores radioativos em diferen-

tes grupos de féemeas.

GRUPO DE FEMEAS RADIOATIVO INJETADO

Fémeas recém caidas do  Solucao aquosa de 15 yuCi de [3H]

hospedeiro Manose e 0,5 uCi [lQC] Leucina
Fémeas no segundo dia Solucao aquosa de 15 uCi de [3H]
de postura Manose e 0,5 uCi de (14C} Leucina
Fémeas no segundo dia Solucao aquosa de 20 UCi de [BHJ
de postura Glicose

Fémeas no segundo dia Solucao aquosa de 5 uCi da mistu-

de postura ra de [14C] Aminoacidos
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3 - Cromatografia de gel-filtracao em coluna de Agarose 1,5

A fracdo solivel dos homogenados de ovos e larvas marca
dos com {3H} Manose e {14C} Leucina foi cromatografada em
coluna de Agarose 1,5 de 80 x 2,1 cm, com fluxo de 4,8 ml/hg
ra. A quantidade média de proteina anlicada na coluna foi de
60 mg. O tampao de eluicao utilizado foi TRIS-HC1l 0,1M pH=
8,1. Ao material radioativo extraido de larvas foi acrescen-
tado proteina nao marcada de larvas de mesma idade, como car

regador.

A separagﬁo proteica foi acompanhada no efluente da co-
luna, através da leitura em 280 nm. A distribuicdo das heme-
proteinas foi avaliada pela absorbancia no comprimento de on
da 410 nm,

‘}'" 7
13

H| Glicose foram cro

As fracdes soliiveis marcadas com
matografadas numa coluna de Agarose 1,5 de 55 x 0,7 cm, com
fluxo de 1,9 ml/hora. A quantidade de proteina aplicada foi
2 mg. O tampao de eluigao foi TRIS-HC1l 0,1M pH=8,1, A distri
buicdo proteica foi acompanhada no efluente pela absorbancia

em 230 nm.
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4 - Eletroforese em gel de poliacrilamida

4.1 - Eletroforese em condi¢cdes nao dissociantes

Os cilindros de gel de poliacrilamida a 5% foram prepa-
rados sequndo a técnica de LAEMMLI (1970). A quantidade de

proteina aplicada foi de 500 ug por cilindro,

A corrente elétrica empregada no gel de entrada foi de
1 mA/cilindro, enquanto que no gel de corrida foi 4 mA/cilin
dro. O tampao TRIS-0,025M -~ Glicina-0,192M pH=8,4, foi utili

zado para os eletrodos.

3

As Dbandas proteicas foram coradas com "Amido-black"
0,5 g% em acido acético glacial, durante 15 minutos, a 40°C.

Os cilindros de gel foram descorados com acido acético a

7,5%.

As bandas hemeproteicas foram identificadas por imersao
dos cilindros de gel numa solucdo de benzidina cuja composi=-

c3o & a seguinte:

Benzidina 1,0 g
Nitroprussiato de sodio 0,5 g
Metanol 75 ml

Kcido acético glacial 25 gotas
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4,2 - Eletroforese em condicoes dissociantes

Os cilindros de gel de poliacrilamida a 10% com dodecil
sulfato de sddio (SDS) foram preparados de acordo com a téc-

nica de HEDRICK e SMITH (1968), adantada nara as condicoes

dissociantes.

As amostras proteicas foram previamente incubadas a
40°C, durante 24 horas na proporcao de l:1 com a sequinte so

lucao dissociante:

Tampao Imidazol-HC1l 0,06M pH=5,7 em glicerol 50%

Uréia 8M
SDS 1%

B -mercapto-etanol 5%

A quantidade de proteina aplicada foi de 50Ny g/gel.

O tampao emnregado nos eletrodos foi TRIS-N,025M Glici-

na-0,192M pH=8,4 com 0,1% de dodecil sulfato de sddio.

As condicoes da corrida eletroforética, e da revelacao

proteica foram as descritas acima.
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~ I -
5 - Obtencao do "pellet" proteico marcado com 5140 Aminoaci

dos

Ovos postos pelas fémeas no segundo dia de postura apos
a injecao da mistura de {l4c} Aminoacidos foram homogeneiza-
dos e extraldos com butanol saturado de agua (GARCIA e cola-
boradores, 1974). O precipitado foi 1lavado trés vezes com
adgua e apds, extraido trés vezes com uma mistura de clorofdr
kmio:metanol:égua (1:1:0,3). O residuo insoliivel assim obtido

constitui-se no "pellet" proteico.

6 - Pesquisa de glicidios neutros

0 residuo insoliivel em solventes organicos e agua foi
hidrolisado com &cido Tri-fluor-acdtico 2N, a 120°C, durante
uma hora, numa atmosfera de nitrogénio, em ampolas fechadas

(CARSON e colaboradores, 1981),

O hidrolizado &cido, diluido até 0,1 - 0,4 meq/ml foi
aplicado em duas colunas sucessivas de Dowex 50W-X2 200-400
mesh (H') e Dowex 1X-8 40-50 mesh (H-COO ), A quantidade de
resina empregada tinha capacidade de interagir com o guadru-

plo de miliequivalentes de protons da amostra (SPIRO, 1966).
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A fracao neutra do hidrolisado acido foi totalmente eva
porada num evaporador rotatdrio, e o residuo foi ressuspenso
em agua destilada e submetido a cromatografia descendente em
papel Whatmann n® 1. O solvente utilizado foi a mistura de
butanol:piridinatagua na proporcao 6:4:3 (JEANES e colabora-

dores, 1951). O tempo de corrida foi de 40 horas.

Os padroes foram revelados com nitrato de prata satura-
do, diluido 1:200 com acetona (TREVELYAN e colaboradores,

1950).

Na tira de papel correspondente a amostra, foi acrescen
tado manose como padraoc interno. Sua revelacdo foi efetuada
- - . o - .
atraves de aquecimento do papel a 300°C com ferro elétrico

(ALPERIN e colaboradores, 1981).

7 - Medida Qg radioatividade

A radioatividade presente nas fracoes solliveis dos homo
genados de ovos ou larvas, e nos efluentes das colunas de
Agarose 1,5 e Dowex foi determinada em aliquotas separadas
de cada fracao, utilizando-se 5 ml de uma mistura de triton-
~tolueno, e PPO-POPOP (PPO-8,25 g; POPOP-0,25 g; Triton-500

ml; tolueno-1000 ml). A fracao insollivel dos homogenados de
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ovos ou larvas fol previamente ressuspensa em 100 U1l de tam-

pao TRIS-HC1 0,1M pH=8,1.

A medida da radioatividade nos cilindros de poliacrila-
mida foi realizada cortando-os em fatias de 5 mm. Os segmen
tos de gel foram incubados a 6OOC, 12 horas, com 0,5 ml Peré
xido de Hidrogénio a 30%, A sequir foi adicionado 5 - 10 ml

da mistura triton-tolueno e PPO-POPOP (HOLLINGER e colabora-

dores, 1972).

A radioatividade existente na cromatografia em papel
foi avaliada cortando as tiras em segmentos de 1 cm, aos
quais foi acrescentado 3 ml do liguido de cintilacao (PPO-

4 g; POPOP-50 mg; tolueno 1000 ml),

Para esta medida utilizou-se o cintilador licquido Beck-

man LS-100,

8 - Determinacao de proteinas

A concentracao proteica foi determinada de acordo com a
técnica de LOWRY e colaboradores (1951) usando como padrao
uma mistura de protelnas extraidas do ovo do carrapato bovi-
no, cuja concentracao foi determinada pelo método de Kjel=-

dahl,



IIT - RESUL TADOS

14C

1 - CAPTAGCAO DE D- [BH] MANOSE, L- { } LEUCINA, E D= [3H]

GLICOSE

A injecao de Manose e Leucina radioativos em fémeas re-
cém caldas do hospedeiro resultou na incorporacdo de radioa-
tividade nos ovos. A figura 1 mostra a distribuicao da ra-
dioatividade incorporada nos ovos durante o periodo de postu
ra do acaro. A maior parte da radioatividade aparece nos
ovos dos trés primeiros dias da oviposicdo, correspondentes

aos 3 - 5 dias apds a injecao das substancias radioativas.
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Fig. 1 - Incorporagéo de D~[3HJ Manose e L«[14C} Leucina na

fracao sollivel dos ovos

no dia de queda.

P - dia de inicio de postura

postos por fémeas injetadas

I - dia da injecao

Também & indicada a massa total de ovos postos

em cada dia.

A injecdo de Manose e Leucina no segundo dia de postura

determina uma maior incorporacao

vos no dia de maior producao de

dos precursores radioati-

ovos {(Fig. 2).



23

DIAS APGS A QUEDA DA FEMEA
o 2 4 6 8 10 12
} i Y i i 1 1 1 i i 1 L
i H i
P I
13
S 1y
>
o .
o o
£ \ €
8 9 -~
- v
~ - /// 24
‘lno - w
[ ‘/ o
x 172
- T 8008
g °
N 400 &
w ]
< 5] o @
] =
_>_ 5= ==
£ 2]
)
[+
1
i \\\~_~“m,"/f'
0 e AT TAT A A ko A4
T st 1 1 H ¥ 1 1 1
o 2 4 6 8
DIAS APOS INJECAC
- 3 14
Fig. 2 - Incorporacao de D-| H| Manose e L- Cl Leucina

nos ovos postos por fémeas inde

tadas no sequndo dia

de postura. EW
Fracao solivel » ;i%i;MaHOSG
: s C. Leucina
Fracao insolivel ===--- & F'g : Manose
s mme— o C. LLeucina
—E-_Massa de ovos
P - dia do inicio da rostura T - dia da inijecao



24

3 . .
A injecao de [ ! Glicose no segundo dia de postura de-
termina um maximo de incorporagao de radioatividade nos ovos

postos no dia seguinte a injecao (Fig. 3).

DIAS APGS A QUEDA DA FEMEA

o ) 4 6 8 6]
§ 1 k l i 4 L L 1 1 ) & "2‘?
© P !
o
90 2 ‘
~ \
pg ? erine, & )
e | \./ ;
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N | 6
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: ©
3 | s
s 4
> o
g 2 0 I 2 . &
e '
g 0 1 1 1 B a ol 2
\\\
o \o——--o-___.___.-o—- "
v T Y T ¥ B S — "

DIAS APGS INJEGAOD

Fig. 3 = Incorporacao de {3H} Glicose nos ovos postos por f§

meas injetadas no segundo dia de postura.

. fracao solivel
————— +——=-=- fraclo insollvel
—HB— mnassa de ovos postos em cada dia
P - dia do inicio da postura

I - dia da injegao
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A tabela II mostra as porcentagens dos precursores in-
jetados no segundo dia de postura que sao incorporados as
fracoes soliivel e insolivel de toda a producao de ovos de

uma fémea.

Tabela II - Distribuicdo (%) dos precursores radioativos in-
jetados e incorporados as fracoes soliivel e insolivel dos

ovos postos por uma fémea (Fig. 2, 3).

PRECURSOR INJETADO POR FRACAO SOLU  FRACAO INSOLO
FEMEA VEL VEL
*u Manose 15uci (100) 12,0 0,2
14 . . .
{ C| Leucina 0,5uCi (100) 30,0 n,8
{3H leicose 20 uCi (100) 14,0 0,7

2 - RADIOATIVIDADE PRESENTE NOS OVOS E LARVAS DURANTE O DE-

SENVOLV IMENTO

As figuras 4a e 4b mostram que a radiocatividade incorpo
rada nos ovos durante a oogénese decresce durante o desenvol

vimento do carrapato bovino.
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3 - VARIA(;Ko‘ DA QUANTIDADE RELATIVA DE PROTEINAS SOLOUVEIS

PRESENTES NOS OVOS L LARVAS DURANTE O DIESENVOLVIMENTO

A figura 5 mostra que a quantidade relativa das protei-
nas soliveis presentes na embriogénese decresce perceptivel
mente no final deste perlodo, prosseguindo este declinio na

eclosao e nos primeiros dias da fase larval.
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IDADE  ( DIAS )

Fig. 5 - Quantidade relativa de proteinas solliveis presentes
nos ovos e larvas durante o desenvolvimento.
P - dia de postura
E - dia da eclosdo das larvas
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4 - DISTRIBUICAO DA RADIOATIVINDADT NA COLUNA DE AGAROSE 1,5

4.1 - Fracao solivel do homoaenado de ovos no dia de postura

A cromatoarafia em Aacarose 1,5 da fracao solivel dos

c s . 3
ovos homogeinizados no dia de rostura, marcados com [ H{ Ma-

14 . - .
nose e [ C}] Leucina e mostrada na figura 6.

o
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Fig, 6 - Cromatografia em cgluna de Agar ge 1,5 das protei-

nas marcadas com 'H] Manose e [ C] Leucina extral
das de ovos. -

Proteina aplicada: 60 mg

Radiocatividade aplicada: %ig JManose 4 249 900 cpm

_ Ci Leucina 258 775 cpm
Tampao TRIS-HC1 0,1M pH=8,1
Tamanho da coluna: 230 x 2,1 cm



As fracGes I, II e III s3ao hemeproteinas, como se veri-

fica com a absorcao em 410 nm,

As fragdes I, II, III, IV e V apresentam radioatividade

de ambos os precursores injetados.

Na fracdo solivel de ovos homogeneizados no dia de pos-—
tura e marcados com [BH] Glicose, a maior parte da radioati-
vidade estd distribulda entre 3 fracdes separadas na coluna
de Agarose 1,5 (Fig. 7), as quais correspondem aos picos II,

IV e V mostrados na figura 6.
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Fig., 7 - Cromatografia em coluna de Acarose 1,5 das protei-
nas sol{iveis marcadas com {3H] flicose extraldas de
ovos no dia de postura.

Proteina aplicada: 2 ma
Radioatividade aplicada: 32 160 crm

Tamanho da coluna: 55 x 0,7 cn
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Na tabela III, & mostrada a distribuicao porcentual da
radioatividade aplicada, entre os picos separados pela Agaro

se 1,5, da fragcao solavel dos homogenados de ovos no dia de

postura.

Tabela III - Distribuicdo (%) da radioatividade aplicada, en

tre os picos principais separados pela Agarose 1,5, da fra-

cao soliivel de ovos no dia de postura (Fig. 6 e 7) (*)

PICOS I IT ITT v \'%
PRECURSOR
3H {Manose 0,3 2,7 3,1 3,4 92,2
(14 ] .
|~ C] Leucina 1,8 20,8 24,5 5,5 44 ,4
3.1 ...
| H |Glicose - 8,2 - 8,1 52,0

* Krea total do grafico = 100%

Krea do pico
x 100 = % de cada pico

Krea total do grafico

Os picos V em ambos os cromatogramas (Fig. 6 e 7) apre-
sentam a maior porcentagem de radiocatividade. O volume de
eluicdo deste pico corresponde ao volume de eluicao de subs-
tancias de baixo peso molecular, como oses e aminoacidos li-

vres (resultados nao ilustrados).
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4,2 - Fracao soliuvel Qg homoaenado de larvas

A cromatografia da fracao soliivel do homogenado de lar-
vas de 30 dias, marcadas com [3H} Manose e [14CJ Leucina em

coluna de Agarose 1,5 & mostrada na figura R,
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Fig. 8 - Cromatografia em coluna d@ Acgarose 1,5,das protel-
nas sollveis marcadas com "Il Manose el C}Leucina,
extraidas de larvas de 30 dias.

ProteIna aplicada: 5,3 mg marcada + 55,° mg nao mar
cada (garreqador) -

Radioatividade anlicada:[‘g] Manose = 716 128 cpm
“CJ Lieucing = 46 224 cpm



As cinco frac8es observadas nas larvas (I, II, III, IV
e V) apresentam radioatividade de ambos os precursores inje-
tados. A distribuicao porcentual da radioatividade enéontra—
da nas fracSes separadas nela Aadarose 1,5 & mostrada na tabe

la IV,

A figura 9 corresponde ao cromatoarama das protelnas so
liiveis extraldas de larvas contendo radioatividade nrovenien

te de [3HJ Glicose.
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9 ~ Cromatografia em coluna de Agarose 1,5 das protel-

3 .
nas marcadas com { ] Glicose extralidas de larvas

de 15 dias.

Proteina aplicada: 2 mo

Radioatividade anlicada: 13HJ Glicose = 9844 cpm



Neste caso, a radioatividade tambd&m se distribue em cin
co picos. A respectiva distribuicdo porcentual & apresentada

na tabela IV,

Tabela IV - Distribuigcao (%) da radioatividade aplicada, en-
tre os picos separados pela Agarose 1,5, da fracdo solivel

de larvas (Fig. 8 e 9) (*)

PICOS I IT III Iv \Y
PRECURSOR
3 |Manose 0,6 1,1 2,7 1,1 93,5
(14 ] .
7 'C| Leucina 6,6 12,9 23,4 2,6 52,5
1 |Glicose 6,5 3,1 14,6 10,5 54,5

(*) Area total do grafico = 100%

Area do pico
x 100 = % de cada pico

Krea total do grafico

Também nos cromatogramas das fiquras 8 e 9, correspon-
dentes a fracdo soldvel de larvas, o pico V contém a maior
porcentagem da radioatividade aplicada na coluna de Agarose

1’5.

O mesmo perfil proteico das fracoes soliiveis de ovos e

larvas na coluna de Agarose 1,5 & obtido utilizando o sobre-
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nadante de uma centrifugacdo a 100 000 x g das fracdes solii~

veis de ovos e larvas (Resultados nao ilustrados).

A comparacao da distribuigdo porcentual da radioativida
de entre os picos hemeproteicos I, II e III separados pela
coluna de Agarose 1,5, das fracoes solliveis de ovos e larvas

€ mostrada na tabela V.

Tabela V - Comparacac da distribuicdo (%) da radioatividade
entre os picos hemeproteicos I, II e III separados pela colu

na de Agarose 1,5, das fracoes soliliveis de ovos e larvas (*)

I IT I1I1
M
A ovo 4,8 44,3 50,9
N
0
S Larva 14,4 24,3 61,2
E
L
E Oovo 3,8 43,8 52,8
U
C
I
N Larva 15,6 30,0 54,4
A
G
L Oovo - 100,0 -
I
C
0
S Larva 27,7 12,9 59,4
E ‘
(*) Krea do pico-

% 100 = %
Somatdrio das areas dos picos I, II e III da pico

de ca-
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5 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA NAS PROTEINAS SOLg

VEIS DE OVOS E LARVAS DURANTE O DESENVOLVIMENTO

5.1 - Eletroforese em condicoes nao dissociantes dos compo-

nentes das fracoes obtidas na coluna de Agarose 1,5

Os resultados da analise da eletroforese em gel de po-
liacrilamida das fracoes hemeproteicas separadas pela coluna

de Agarose 1,5 sdo mostrados na ficura 10a,

A fracao I, obtida por coluna de Agarose 1,5, contém um
componente hemeproteico de alto neso molecular gque nao pene-

tra no gel a 5%.

Em cada uma das outras fracdes separadas pela coluna de
Agarose 1,5 (IT e ITII) foram detectados dois componentes he-
meproteicos de distintas mobilidades eletroforéticas, os
quais foram denominados IIl, IIZ' IIIl e IIIZ, respectivamen
te,

5.2 = Eletroforese em condicoes nao dissociantes da fracao

soliivel dos homogenados de ovos g‘larvas em diferentes

idades, marcadas com glicidios e leucina radioativos

A eletroforese em gel de poliacrilamida da fracao soli-
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vel dos homogenados de ovos e larvas em diferentes idades,
marcados com {BH} Manose e {14CJ Leucina & mostrada na figu-

ra 10b,

O eletroferograma da fracao sollvel de ovos homogeiniza
dos no dia de postura (oviposigéo) revela a existéncia de
dois componentes hemeproteicos principais de Rm 0,25 e 0,39.
Estes componentes correspondem respectivamente as bandas II1
e 112 obtidas por eletroforese em gel de poliacrilamida do

pico II isolado da coluna de Agarose 1,5 a partir da fracao

soliivel do homogenado de ovos (Comparar com figura 10a).
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|

PICO 1 AGARQSE

PICO I AGARDSE

PICO AGAROS

W 3 c.r 7,: ’

VoS 10 DIAS

OVOS 5 DIAS

Ovos 7 DIAS

ECLOSAD

LARVA 8 DIAS

LARVA 10 DIAS

LARVA B DIAS

LARVA 30 DIAS

Fig. 10 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 5% em con-
digdes nao dissociantes.

10a

10b

fragoes hemeproteicas isoladas da coluna de

Agarose 1,5

fgaqﬁo sollivel 19e, homogenados marcados com
H] Manose e [ ‘C| Leucina de ovos e larvas

em diferentes idades

hemeproteinas - Os nlimeros sob as bandas in-

dicam o Rm (mobilidade relativa)

corante tracador
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Na fracao sollivel do homogenado de larvas de 30 dias
sao detectadas por eletroforese 4 componentes hemeproteicos.
Um destes corresponde ao componente IIl encontrado nos ovos,
cuja concentracdao na larva estd diminuida. Os demais corres-
pondem respectivamente ao componente presente no pico I da
Agarose 1,5 e aos componentes IIIl e III2 encontrados no pi-

co IIT da Agarose 1,5.

Quando se analisa por eletroforese as fragSes solliveis
dos homogenados de ovos e larvas em estados intermediarios
ao longo do desenvolvimento, verifica-se gue o componente
II2 apresenta uma crescente mobilidade eletroforética, evo-

luindo do Rm = 0,39 a 0,45.

A distribuicao da radioatividade proveniente de {3H] Ma
nose e [14C] Leucina nos géis correspondentes a figura 10b,
contendo as fragSes solliveis dos homogenados de ovos recém-
-postos (Oviposicdo), larvas em eclosdo, e larvas de 30 dias
e mostrada na figura 1ll. A radioatividade acompanha as ban-
no ovo, I e ITI. na larva. A tabela VI

2 1

apresenta a distribuicdo porcentual da radioatividade aplica

das hemeproteicas II
da no gel, entre as diferentes bandas proteicas reveladas.

A eletroforese das fragdes solQveis marcadas, utilizan-
do [3H] Glicose como precursor, & mostrada na figura 12, jun
tamente com a distribuicdo da radiocatividade ao longo do
gel. Na fracdo solllvel dos ovos homogenados no dia de postu-

ra sao encontradas 3 bandas hemeproteicas que correspondem
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aos componentes IIl' 112 e IIIl mencionados anteriormente.
Encontrou-se radioatividade na posicao correspondente ao com
ponente I embora nao se tenha visualizado uma banda prdteica
por "Amido-black". Na fracao sollivel do homogenado de larvas
de 15 dias sao detectadas 5 bandas hemeproteicas que corres-
pondem aos componentes I, IIl’ IIZ’ IIIl e III2 mencionados
anteriormente. Com o desenvolvimento do ove em larva, a con-
centracgao relativa do componente II2 diminue e a do III1 au-
menta, o que & acompanhado pela marca radioativa. A distri=-
buicao porcentual da radioatividade aplicada no gel & apre-

sentada na tabela VI.
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Tabela VI - Distribuicao (%) da
gel entre as bandas proteicas obtidas

gel de poliacrilamida das

em diferentes idades (Fig. 11 e 12)

(*)

radioatividade

anlicada no

por eletroforese em

fracoes soliiveis de ovos e larvas

Rm 0,0 0,25
BANDA I IIl
M
A Ovo - 0,6
N
0]
S Larva (30 dias) 3,8 1,5
E
L
E Oovo - 0,5
8]
C
I
N Larva (30 dias) 2,2 0,9
A
G
L ovo 7,2 1,0
I
C
®)
S Larva (15 dias) 2,7 2,7
E
(*) Radioatividade aplicada no gel = 100%
Radioatividade da banda
x 100

Radioatividade aplicada no gel

n,39 0,45 0,71
112 IIIl 1112

19,7 - -
had 26'2 0,5

13,09 - -

- 9,9 n,3
5,6 1,0 -
3,8 4,9 2,2
% de cada banda
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As hemeproteinas II, e 1112 apresentam baixa incorpora-

1
cao de [BH} Manose e [14C] Leucina.

A comparacdo da distribuigdo porcentual da radioativida

de entre as bandas hemeproteicas I, 112 e IIIl é apresenta

da na tabela VII,

Tabela VII - Comparacgdo da distribuicao (%) da radioativida-

de entre as bandas hemeproteicas T, 112 e IIIl separadas por

eletroforese das fragdes solUveis de ovos e larvas (¥).

Rm 0,0 0,39 0,45

BANDA I IIZ IIIl
M
A Ovo - 100 -
N
0
S Larva (30 dias) 12,7 - 87,3
E
L
E Ovo - 100 -
U
C
I
N Larva (30 dias) 18,2 - 81,8
A
G
L Ovo 18,1 60,2 10,8
I
C
O
S Larva (15 dias) 23,8 33,3 42,9
E
* Radiocatividade da banda
(*)

x 100

Somatorio das radioatividades das bandas I, Il1, e IIT.
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5.3 - Eletroforese em condicoes dissociantes dos componentes

dos picos hemeproteicos radioativos separados pela co-

luna de Agarose 1,5

Os resultados da eletroforese em gel de poliacrilamida
em condicoes dissociantes dos picos hemeproteicos separados
pela coluna de Agarose 1,5 sao apresentados na figura 13. O
pico II foi isolado da fragdo soliivel de ovos homogeinizados
no dia de postura. Os picos I e III foram isolados da fracao

soltvel de larvas de 30 dias.

O tratamento com agentes dissociantes determinou o apa-
recimento de pelo menos 16 bandas proteicas no pico II, 15
no pico III e 11 no pico I; sendo que 7 delas s3do comuns aos

3 picos analisados.

A radioatividade de {3H} Manose esta distribuilda entre
as subunidades constituintes das proteinas existentes em ca-
da pico estudado. As subunidades que apresentam maior radioa
tividade mostram crescente mobilidade eletroforética ao lon-
go do desenvolvimento embrionario e larval. (Rm esta assina-
lado na figura 13). A radiocatividade proveniente de P4C]
Leucina foi demasiadamente baixa para se poder estudar a sua

distribuicao.
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6 - INCORPORACAO DE GLICIDIOS RADIOATIVOS UTILIZANDO

_[14

L C (U)] AMINOAC IDOS COMO PRECURSORES

r

O "pellet" proteico obtido de ovos marcados com [14CJ
Aminodcidos foi submetido a hidrolise acida total. Os glici-
dios neutros foram separados em colunas sucessivas de troca
ionica para a retencdo de compostos dotados de carga elétri=-
ca. O eluato das duas colunas apresenta 6% da radioatividade
do hidrolisado A&cido total, indicando a presenca de glici-

dios neutros nesta fracao.

A cromatografia em papel destas oses revela um componen

te que migra na posicao correspondente d manose (Fig. 14).
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IV. - DISCUSSZEDO

Apds a injecao de [3H] Manose, [14C] Leucina e [3H]
Glicose numa fémea no perlodo de vitelogénese, cerca de 12%,
30% e 14% da radioatividade dos respectivos precursores inje
tados, aparece nos ovos postos pela fémea (Tab. II). A ma-
ior incorporacao de radioatividade ocorre nos componentes da
fracdo soliivel (Fig. 1, 2, 3, 4), entre os quais se encon-
tram as vitelinas, cujas concentragdes em ovos de &caros a-
tingem 50 - 80% das protelnas presentes (DIEHL, 1970)., A ra=-

dioatividade da fracao insollivel & insignificante.

A inoculacao de {14C] Leucina e {3H} Manose no segundo
dia de postura proporciona uma maior incorporacao de radioa-
tividade na fracdo solivel do homogenado correspondente ac

dia de maior producao de ovos (Fig. 2).

O maximo de incorporacao de radiocatividade proveniente
3 ] : | . : -
de [ Hj Glicose, aparece nos ovos postos no dia seguinte a

inoculagdo (Fig. 3). Este resultado pode ser justificado pe-
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la rapida metabolizaqﬁo desta ose na fémea {(TATCHELL e SCHUN

TNER,1972).

A prolongada postura de ovos contendo baixa radioativi-
dade, até 8 dias apds o pulso dos precursores, pode ser de-
corrente da diluicdo das substancias radioativas injetadas

no aparelho digestivo da fémea (Fig. 1, 2, 3).

A quantidade relativa das proteinas solliveis presentes
nos ovos nao varia de modo perceptivel durante os primeiros
dias que seguem a oviposicao, havendo um decréscimo no final
da embriogénese, o qual se estende até o inicio da fase lar=-
val (Fig. 5). BREMNER (1959) obteve resultados semelhantes,
medindo a extingéo em 530 nm, pelo que avaliou a concentra-

cao de hemeprotelnas nos ovos e larvas do Boophilus micro=-

plus. BOCTOR e KAMEL (1977) ndo encontraram alteragoes na
concentragao de protelnas soliveis dos ovos do carrapato

Dermacentor andersoni durante a embriogénese. Estes resulta-

dos sao contrastantes aos descritos aqui, obtidos no Boophi~-

lus microplus. KAMEL e colaboradores (1982) sugeriram um ba-

lanco entre a degradacao das protelnas de reserva e a sinte-
se de novas protelnas, uma vez que encontraram uma invariabi
lidade no contelido proteico total dos ovos, com alteracdes
acentuadas nas hemeproteinas durante o desenvolvimento em-

brionario do carrapato Hyalomma dromedarii.

O decréscimo da concentracao de proteinas solliveis acom

panhado pelo declinio de radiocatividade ligada as proteinas
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pode ser interpretado, como sendo devido ao consumo das vite
linas, que constituem a fonte de aminoacidos para o metabo-

lismo do embriao em desenvolvimento.

A fracdo soliivel de ovos homogeneizados no dia da postu
ra, contendo radioatividade originaria de{BHJ Manose e {14C]
Leucina & separada em 5 picos radioativos principais (I, II,
III, IV e V), quando analisada por uma coluna de Agarose 1,5
(Fig. 6). A maior parte da radioatividade aplicada aparece
no pico Vv (Tab. III). Neste volume sdo eluldas substancias
de baixo peso molecular como peptidios, oses e aminoicidos
livres. A ocorréncia de grande cquantidade de manose livre em
ovos de carrapatos foi reportada por LEVENBOOK e colaborado-
res (1980), O resultado acima confirma esta informacao, que
reforca a idéia de que a manose seja captada pelo oocito em
desenvolvimento, para desempenhar um papel importante no me-
tabolismo do embriao. Os picos I, IT e IIT sao constituidos
de hemeproteinas, como se verifica através da absorcao em
410 nm., Estes 3 picos contem a maior parte das protelnas pre
sentes na fracao solavel de ovos, assim como contem a maior
parte de radioatividade 1ligada as proteinas. As hemeprotel-
nas sollveis presentes em ovos de carrapatos constituem a re
serva proteica para o desenvolvimento embrionario, e sao de-
nominadas de heme-vitelinas (BREMNER, 1959; TATCHELL, 1971;
DIEHL, 1970; JENNI, 1971; BOCTOR e KAMEL, 1976)., O pico IV
de relativa baixa absorcao em 410 nm, & constituido, entre
outras proteinas, por catalase e peroxidase (BARRADAS e cola

boradores, 1980).
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Ao se analisar a fracdo sollivel de larvas contendo ra-
dioatividade originaria de [BH] Manose e {l4c] Leucina na co
luna de Agarose 1,5 obtém-se os mesmos 5 picos radioativos
separados da fracao solivel de ovos (Comparar fig. 6 e 8).
Tambem aqui no pico V aparece a maior parte da radioativida-
de aplicada na coluna (Tab. IV). Como ocorre na fragdo solii-
vel dos ovos, os picos hemeproteicos I, II e III contém a
maior parte da radioatividade ligada as proteinas. Quando se
comparam os cromatogramas relativos a ovos no dia de postura
e larvas de 30 dias, observa-se que a area correspondente ao
pico II diminui, enquanto que as areas correspondentes aos
picos I e III aumentam. A tabela V mostra que o decrescimo
de radioatividade no pico II & acompanhado por um correspon-
dente acréscimo nos picos I e III. Estes valores indicam que
os picos I e III podem ser derivados da transformagdo dos

componentes presentes no pico II.

As mesmas conclusoes podem ser deduzidas da observacdo
dos resultados obtidos por cromatografia em Agarose 1,5 das
fracoes sollveis contendo radiocatividade proveniente de [BH]

Glicose (Fig. 7, 9 e Tab. V).

Com a tabela VI se deduz que a maior parte da radioati-
vidade aplicada no gel de poliacrilamida, independente do
precursor utilizado, nao esta ligada as bandas proteicas se-
paradas por eletroforese, e sim & arrastada pela solucdo de
descoramento do gel, associada portanto, a componentes de

baixa massa molecular. Estes resultados se assemelham aos ob
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tidos com a coluna de Agarose 1,5, onde a mailor parte da ra-
dioatividade aplicada na coluna & eluida no volume correspon
dente ao volume de eluicao de substancias de baixo peso mole

cular.

A eletroforese em gel de poliacrilamida das fracoes so-
lGveis de ovos e larvas em diferentes idades, contendo ra-
dicatividade proveniente de [BH] Manose e [14C] Leucina,
apresenta uma banda proteica principal cuja Rm (mobilidade
relativa) varia durante o desenvolvimento (Fig. 10b). Na fra
cdo sollivel de ovos homogeinizados no dia da postura, esta
banda corresponde ao componente denominado IIZ e na larva de
30 dias ao componente IIIl. A variacao gradual da mobilidade
eletroforética dessa banda hemeproteica indica a transforma-
cao, durante a embriogénese, do componente 11,, presente no
ovo recem posto , em II1,. Esta transformacao & acompanhada

pelo aparecimento do componente I, presente na larva.

A tabela VII e fiqura 11 mostram o decréscimo da radioa
tividade no componente IIz, e o correspondente aumento dos
componentes I e IIIl. Nos estados intermediarios os componen

e III

tes II podem estar na mesma banda larga, pois suas

2 1’
propriedades eletrocinéticas sdao muito semelhantes.

Resultados similares sao obtidos pela eletroforese em
gel de poliacrilamida das fracoes solliveis de ovos e larvas
contendo radioatividade proveniente de [BH] de Glicose (Fig.

12 e Tab. VII). Na fracao solivel de ovos homogeinizados no
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dia de postura sao detectadas duas bandas hemeproteicas prin
cipais, que correspondem aos componentes 1T, e IIIl. E possi
vel verificar-se que a variacao da radioatividade presente
no componente IIZ' acompanha o decrescimo de sua concentra-
gdo e o aumento da concentracao e radioatividade do componen

te IIIl, durante a embriogénese e fase larval.

A eletroforese em condigOes dissociantes dos componen-
tes das fragdes I, II e III separadas pela coluna de Agarose
1,5, mostra que a radioatividade originaria de [3H] Manose e
[14C] Leucina se distribui entre as subunidades dos componen
tes radioativos das fracgces I, II e III (Fig. 13). A presen-
ca de 7 subunidades comuns reforca a idéia de que existe um
estreito relacionamento entre os componentes radioativos des

tas fracoes, ou seja, I, IT, e III,, respectivamente.

A diminuicdao da massa molecular das subunidades que pos
suem a maior radicatividade nos componentes radicativos de
fragéo IT, III e I pode ser justificada pela acao de enzimas
proteoliticas sobre as hemevitelinas durante o desenvolvimen

to embrionario e larval.

A concentracao relativa de 4 fracGes hemeproteicas (I,

II, III, IV) separadas de ovos da Hyalomma dromedarii atra-

vés de coluna de DEAE-celulose, também varia durante a em—
briogénese. KAMEL e colaboradores (1982) sugeriram a conver-
sao da fracao II em III no 129 dia apds a postura e a con-

versao da III em IV no 249 dia. Contudo estes autores nao de
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monstraram experimentalmente as suas interpretacdes.

A variacao na concentracao das bandas hemeproteicas

IIZ’ IIIl e I nos experimentos de eletroforese explicam as

alteraqSes verificadas nos cromatogramas de Agarose 1,5. O

componente II_ & o responsavel pela radicatividade presente

2
na fragcdo II, a qual predomina no inicio da embriogénese., Na
larva existem as fracoes III e I cujos componentes radioati-
vos sdo respectivamente IIIl e I, os guails derivam do compo-

nente II, (Tab. VII). Os componentes II, e III, sao compara-

2
veis as lipo-glico-heme-vitelinas A e B isoladas dos ovos da

Dermacentor andersoni, cujas propriedades eletroforeticas

sao semelhantes entre si (BOCTOR e KAMEL, 1976).

A tabela VIII mostra que a proporgao entre as radioati-
vidades originirias da [14CJ Leucina e [3H} Manose (relacao

L/M) na hemeproteina II., & maior que a da hemeproteina 111,

2
e menor que na hemeproteina I. A variacao desta relacdo pode

estar intimamente relacionada com a transformacao dos compo-

nentes II2 nos componentes III. e I, Estes resultados devem

1
ser encarados com ressalva, dada a incerteza de sua signifi-

cancia.



57

Tabela VIII - Relacao Leucina/Manose das bandas hemeprotei-

cas T, 112, III1 obtidas por eletroforese das fracoes soli-

vels de ovos e larvas

Rm BANDA LEUC INA MANOSE L/M
(cpm) (cpm)}
0
v 0,39 II2 1200 12400 0,096
0
L
A 0,0 I 180 1450 0,124
R
v 0,45 I1T, 810 9950 0,081
A

Os componentes II, e 111, também visualizados por ele
troforese em gel de poliacrilamida, apresentam baixa incorpo
racdao de material radioativo. Isto pode significar que estes
componentes ndo sejam sintetizados no periodo da vitelogéne-
se, que segue a inoculacao dos precursores radiocativos. O
componente IIl pode ser encarado como sendo a vitelina endo-
gena do obdcito, nao derivada de precursores extra-ovarianos
(DIEHL, 1970). O componente 1112 pode ser considerado como

uma proteina sintetizada no periodo larval.

A deteccao da [14C} Manose nas proteinas dos ovos pos-
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tos por fémeas injetadas com uma mistura de {14C] Aminodci~-
dos (Fig. 14) demonstra uma importante atividade gliconeoge-
nética na fémea ovipositora e confirma a Manose como o'prin-
cipal componente glicidico das hemevitelinas. Manose livre &
o0 glicidio predominante tambh@m nos ovos recém eliminados pe-

las fémeas do carrapato Dermacentor andersoni (LEVENBOOK e

colaboradores, 1980).



V - RESUMO E CONCLUSOES

Durante a vitelogénese, a bhiossIntese proteica na fémea

de carrapato bovino Boophilus microplus estid concentrada na

sintese de precursores das vitelinas do ovo. A injecao de
glicidios e aminodcidos radioativos no intestino da fémea,

neste periodo, permite a obtencao das vitelinas marcadas.

A vitelina principal do ovo, denominada II,, & uma heme
-glico-proteina constituida de diferentes subunidades, e que
possue manose como componente glicidico principal. As pro-
priedades eletrocinéticas desta heme-glico-vitelina variam
durante o desenvolvimento, dando origem a um componente de
mobilidade eletroforética maior, denominada IIIl, e um compo
nente de pequena mobilidade eletroforética, denominado I, cu
ja massa molecular & maior gue a massa molecular do componen
te II,. Estas alteracoes estao relacionadas com modificacdes

na composicao das suas subunidades constituintes.
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