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RODUÇÃOl

O carrapat:o bovino Boonhilus micronlus e um aca-

r'o que paz.'asita pl'efer'encíal-mente os movi-nos e secundar'lamente

outras especies como os ovinos, eqtlinos, caninos e até mesmo o

pl.'opr'io homem(GONZALES, 1975)

O carrapito ã um ectopar'asita hemat:(afago, isto

e, se alimenta do sangue do hospedeir'o, causando desgastes ao

bovino, que muitas vezes são irrecuperáveis. O animal parasi-t.g

do soft'e pel.'da de peso, diminui seu cl'escimento, pr'oduz menos

leite, e fica suscetÍvel a outras doenças. Al-em disso, o car'rg

pato se fixa ao hospedeir'o pol' meio de um ÓT'gão duro e quiting

se, o hipost8mi.o, que pr'oduz lesões no local, trazendo danifi-

cação ao tecido de ].'evestimento (GONZALES, 1975)

0 cal.'rapado .jlg$112hilus 111.g=gE.lus tem duas fases no

seu ciclo de vida. A fase de vida livre, que se realiza no so-

lo, e a fase de vida parasitar'i.a, que se r'ealiza no col.'po do g

nima]. hospedeil.'o(GONZALES, 1975)

Ente'e a queda da teleogena no solo e o i.nÍcio da

postura, depor'l.'e um período denominado pr'e-postur'a. Apor este

per'lodo inicia-se o pel'l-odo de postura ou ovi.posição. Cada f15-

mea tem capacidade de pol.' 3.000 a 4.000 ovos. Apos a postul.'a a
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fêmea mol'r'e (mudEZ e eolaboi'adol'es, 1982)

Num pel'iodo de 6 a 7 dias após o fina]. da postul'a,

os ovos eclodem pl.'oduzindo uma pequena larva chamada neolal.'va,

que dente'o de 4 a 6 dias ja tem condições de pal-'asi-ta!.' o hoste.

deil'o e pol.' i.sso é chamada larva infectante. Esta ]-a].'va, r'ati-

ra alimento do corpo do hospedes-r'o, aumenta de tamanho, r'ece -

lendo a denomi-nação de metalarva, e lide!.'a do seu enter'i.or um

novo individuo, a ninfa. Esta soft.'e tr'ansfor'mações semelhantes

a larva infectante e pl'oduz a metaninfa, que desenvolve no seu

interior um novo indivíduo sexuado, neandr'o (macho) ou neõgina

(fêmea). Os neandl.'os se quer'ati.nizam, adquir'i.ndo mobilidade e

vão ao encontro das fêmeas (GONZALES, 1975)

As fêmeas fecundados fixam-se na pele do animal

hospedes.3-'o e i,niciam o r'epasto sangt]].neo . Ingurg=itam-se par'ci-

almente (par'ten(l;gene) ou completamente (teleógena) de sangue e

caem ao solo pol.' gravidade, par'a a postura dos ovos. Este ei. -

clo se completa num intervalo mínimo de 21 di-as e máximo de t}5

dias (WUNEZ e co].aboradoz.'es, 1982)

.

O CICLO DE VIDA DO CARRAPATO B00PHILUS miar'oplus
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As femeas ].'eeem caídas tem os oval'ios pequenos e

os oÓcitos imaturos. Sua maturação ocorre dur'ante a pl.'e-postu-

r'a, per'lodo que se car'acteriza pol' um r'ápi.do aumento do oval'io

( CHERRY , 19 73 )

!.:

:

Na oogênese dos ficar'os, a fase de r'ãpido cr'esci

ment:o do oocito, com sua completa maturação, corresponde à vi.

telogenese (DIEHL, 1970; WYATT e PAN, 1978; ENGELMANN, 1980)

Neste per'lodo o o8cito tem um crescimento ace].era

do, acumulando glíclldi.os, li.pedi.os e pl.'oteÍnas de reses'va, cu-

ja função será supr'ir' as necessidades metaboli-cas do emir':iãoem

desenvolvimento(CHIPPENDALE1 , 1978)

Dur'ante a vi.telogenese ocos.'i'em moda.ficaçães no nu

óleo e no citoplasma das células responsável.s pela síntese das

substancias de r'eserva. ná um aumento na quanta.jade de DNA-nu-

clear, de I'i.bossomas no retÍculo endoplasmati.co rugoso, e das

vesículas de Colei, demonstrando uma impor'tente atividade bios

sintética nesta etapa da oogênese (WYATT, 1980). Ente'e as mola

colas sintetizadas destacam-se as vitelogeni.nas que são os pl'.g

cursor.'es das vitelinas, as quais const:itui,rão a reserva pr'ote.i

ca do ovo em desenvolvi.mento (PAN e colabor'odor'es, 1969)

Em doar'os foi. veria.cada que as pl'ote:nas de re -

ser'va do ovo podem ter' duas or'itens: uma endogena, sintetizada

pelo pl'opr'io oÕcito em desenvolvimento e outra exógena, si.nte-

ti.zada no i.ntestino (DIEHL, 1970; JENNI, 1971)

As vi.telogeninas de origem extl.'a ovariana sao se-

ca'etadas na hemolinfa e poster.'ioi'mente incor'pol'abas de modo se

letívo pelo ooci.to (ROTA e PORTAR, 1964; KUNKEL e PAN, 1976)
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Após a inco].'pol'anão, i.ndependente do pl.'ocessamento a que são

submetidas, estas pr'oteinas são em ger'al denominadas de vi.tela.

nas (GELLISSEN e colabor'odor'es, 1976; KUNKEL e colabol'odor'es,

1980) +

As vitelogeninas e as vi.telhas dos insetos foram

estudadas mais exaustivamente, sendo car'acterizadas como gli.-

co-lipo-pr'otej-nas com l a 14% de glicÍdios e 6 a 12% de li.p].d.{

os. Glicosamina e manose sao os pr'incipais componentes gli.cedi

cos detect:idos (DEIMAL e BR00KES, 1972; CHEN e colabor'ado!.'es,

1978; KUNKEL e colabor'odor'es, 1978 e 1980). Na vi.felina da

l.ocusta !!!j:gl!:g:teria se conhece que o oligossacal'ideo que contém

manose esta li.gado a um r'esÍduo de aspas'agirá (YAMAZAKY, 1974)

Na pal.'te lipídi.ca desta glico-lipo-proteína foram encontrados

fosfoli.pS-di.os e di.aci.l-glicer8i.s em maior' quantidade (CHINA e

colaboi'adobes, 1976; MUNDALL e LAW, 1979; CHINZEI e colaborado

res , 1981)

:

Nos anal'os a análise dos glíczdios livr'es em ovos,

emir'i.ão e na hemolinfa do ear'sapato adulto Der'macentor arder'se

ni, mostrou que a glicose é o gl-icz+dio mais abundante na hemo-

linfa, enquanto que a manose é o pr'incipal glicÍdio livr'e nos

ovos (LEVENB00K e colabor'apor'es, 1980) . Estes gliczdios sao

pr'ovavelmente interconvel's;vei.s no car'r'aparo e em outras espe-

cies (DAGLEY e NICHOLSON, 1970). As variações na concentração

de manose, gli.cose e i.nositol dur'ante a embr'iogenese sugei'e a

sua intepconver'são ou a sua liber'ação de poli-ssacar'Ídeos ou

glicopl.'oteÍnas (LEVENB00K e colabor'odores, 1980)

KAMEL e eolabol.'odor'es (1983) examinaram as mudan-

ças odor'lidas na quantidade de glicogênio, gl i.cz+dios neutr'os,li.

pódios e fosfoli.pídíos dur'ante a emb].'i.ogênese do Hyq;gmma dro-
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medir'ii. Análise cromatografica dos glicÍdi.os neutros r'evela a

pl.'esença de gl-icosep manose} f-putose, ribose, desoxil'ibose e

imo:si.tol. Glicose é o pr'irei.pal glicÍdio dul.'ante a embr'i.ogêne-

se. Observam.'am variações na quantidade dos glicÍdios neutt'os

sugerindo interconvepsão entre eles e sua ut:ili.zação para bi.og

s].ntese de glicogênio. Os n5-vais deste polissacar';deo são mui-

to baixos nos ovos I'ecem-postos, aumentando ].'apidamente após o

]. 2 '? dia

O metabolismo dos li.pi-di.os também soft'e modifica-

ção dur'ante a embi'iogenese, pois vel-'i.fi.ca-se que os níveis de

].ip:dias e fosfolipi-duos sâo altos nos ovos r'icem postos. Os

lipídi.os total.s diminuem signifi.bati.valente nos sei.s pr'imeir'os

dias de embri.ogênese, enquanto que os fosfolipz+dios per'manecem

constantes neste período do desenvolvi,mento. Estes começam a

deck'eseel' a par'tir' do 99 dia

TATCJ]EL[, e SC]]UNTNEIR (].972) estudaram as contra -

buiç8es do cataboli.smo da gli.cose em dizer'entes estágios do ci

c[o de vida do eal'l'apito do gado, Boonhi]us mica.'oo].us. Verifi-

car'am que no estágio de vida lívl.'e larval, o ciclo das pento-

ses contribui em 20% no cataboli-smo da glicose, e que no esta-

gi.o de pl'é-oviposição este nzve]. atinge mais de 50%, retor'nan-

do ao fina]. do estágio de oviposi.ção a 20%. Estas mudanças são

at:ribuÍdas as necessidades de pr'odução de energi-a e aos pr'ices

sos de biossl+ntese, dependentes do catabolismo da glicose

Com o mesmo objetivo de elucidar' a por'ção lipídi

ca das tipo-glico-pl.'otez+nas pl'esentes no ear'rapado, são utili

zados uma sér'ie de pr'ocedi.mentes expor'imentais que ser'ão cita

dos a seguir'
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Ácidos gl'aros em lipídi-os totais e ácidos gr'fixos

livres pr'esentes na hemolinfa das femeas do cal.'sapato Hvalomma

dr'omedar'ii. na fase ninfa engor'gi-toda e em ovi.posição, for'am a-

nal i.fadas pol' cl'omatografi.a gás-l-zquido. A analise qualitativa

r'evel-ou a pl.'esença de vinte ácidos gl.'fixos de cadeia longa, com

cadeia caz.'bonada ent).'e oito e vinte e quatr'o carbonos. Ácido

pal-meti.co, esteárico, oleiro e linoleico constituem 80 a 90%

dos aci,dos gr'fixos -t:otais (HAJJAR, 1972)

Na hemolinfa, vl+cer'as e em outros fluídos de !!yg

lomma dr'omedarii, e H.(H.) anatoli.cum excavatum, na fase ni.nfa e

adulta, foi encontrado várias classes de lipjldios, como fosfo-

[ipJ-dias, co]estero]., tri,g].icerzdeos, estepes de estes'(lides, á

lidos graxos livres, junto com pequenas quanta.dades de mono e

diglicer'zdeos(HAIJAR, 1972)

RAMAL e KAMEL (1977) determi.Rapam var'iaçoes na

quantidade de lipídios totais e fosfolipídios totais dur'ante a

oogênese e embl'i.ogênese de Áreas(Per'sicai'gas) arbol'eus e Del'ma

cantor andersoni. Durante a pr'é-oviposição diminui. a quanta-da-

de de lípídios total.s na hemolinfa do D. CLndersoni e aumentana

fama.li.a do A.(P.) ar'bol-'eus. Lipídios totais e fosfolipídios em

ovos, var'i.a com a i-dade. Lipídios totais atingem a maior' con -

centração no sexto di-a de embri.ogênese. Os fosfolipídios to-

tais varia de 33,].9 a 79,05% dos lipxdi-os totais, em ovos de D.

andor'som . A mai.s alta concentração de fosfol-i.pódios totais em

ovos de A.(P.) ar'boreus repr'ementa 69,4% dos li.pÍ(nos totais

Do mesmo modo que descrevemos a car'acterização

dos componentes gliczdicos e lipídicos das glico-tipo-pl.'oteÍ -

nas pr'esentes no car'r'aparo, passar'erros açor'a a cal.'acter'azar a

por'çao pr'otezca .
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Cromatografia gãs-l].quedo de aminoáci.dos livr'es

em fluidos da fêmea de Áreas(Per'si.cargas) arbor'eus, mosto'ou que

ácido glutâmico pl.'edomina na hemolinfa (46,3%) e feno.lalami-na

no f[uido coxas- (60,5%). Ãci.do g].utâmico e vacina estão em per''

centagem elevada no flui-do viceral (BOCTOR, 1972)

Dur'ante a embriogênese do cal.'sapato Del.'macentor

andor'som ocorr'e variações na Concentração de difer'entes ami-no-

ãci.dos. A concentração de aminoáci.dos totais diminui dul'ante a

emb].'iogênese. Não há variação na protez+na total. Aumenta signi-

ficati.vamente a atividade da tr'ansaminase glutâmico-p5-ruvíca

(TGP) , enquanto que a ati.vidade da transami.nade glutâmico-oxalá:

estica (TGO) permanece constante dul.'ante a embriogênese (BOC -

TOR e KAMEL, 197 7)

A concentração de alanina, um pr'oduto metabolico

da l.'eação da TGO, diminui pr'ovavelmente devido a convem'são a á-

cido pi].'tivico. A utilização deste ácido par'a a formação de Ace-

til-CoA e inda.Cada pela alta atividade da piz'uvato desidr'ogena-

se ( BASSAL, 1973)

Eletl'oforese em gel de políacr'ilamida numa amos-

tr'a de sangue total do car'r'apito bovi,no ggSl2hilus !!!=}.1;11g]EJ=]4E. evi-

dencia a pr'esença de ci.nco bandas de pr'ote:nas cair'egadas nega-

tivamente. Estas bandas fol.'am car'acteri.zadas como glicoproteÍ -

nas, hemepr'oteÍnas, esterases, fosfatases e aminopeptidases

(TATCHELL, ]-971). Dur'ante a vitelogênese aumenta o nível de pr'g

telha total e a quantidade I'elati.va de duas bandas de hemepr'o -

ternas da hemolinfa (TATCHELL, 1971)

A descoser'ta de um lipx+dio intermediãr'io no pr'o-

cesso de gli.cosilação de pl'oteÍnas e polissacar'z+deos em bactér'i
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as, estimulou estudos si.pilares eH células eucarioPti.cas que

permitia'am a elucidação do mecanismo de síntese de algumas gl.{

copa.'oteinas (PARODI e LELOIR, 1979)

Este lip1ldio enter'mediá].'io é o imediato doador

da por'ção glicÍdica par'a a proteína nascente no r'etÍculo endo-

plasmatico, não somente em mamíferos (FAROL)l e colaborador'es,

1972), mas também em ]-evedul'a (PARC)DI, 1979ab), insetos (QUESA

DA-ALLUE e BELOCOPITOW, 1978; BUTTEl?.S e HUGHES, 1980) e plan -

tas (BRETT e LELOIR, 1977, POST LEZICA e colabol-'odores, 1978)

Em função do exposto observa-se que existem pou-

cas referencias a estudos r'ealizados em ácaros. Por' i.sso acha-

mos i,mpor'tarte r'ealizar um trabalho de investigação em oval'i.os

de car'r'aparos, a fim de ca].'acterizar' os compostos de natur'eza

l i-pofÍI i-ca e gl i.coproteica

Com o objetivo de separ'ar e car'aete].'azar os com-

ponentes glicolipzdicos e glicopr'oteicos constituintes do ová-

rio do cal-'rapado bovino .Bggl2ll!:ilns rnicl.'oulus , procuramos obter.'

estes compostos marcados

Esta mal'cação e feita intr'oduzindo glici-aios ra-

dioativos na estrutura destes compostos pr'esentes no ovário dB

unte s eu de s envolvimento .

Os gliczdi-os r'adioativos são inoculados dil.'eta -

mente na teleogena e após um pel'l-odo de t:empo) o ovário é l.'eti

Fado e os seus constituintes gli-colipj-ditos e glicopr'otei.cos

são separados e ca[.'ac-t:e].'içados

Par'a ati.ngil' estes objetivos ut i. ]. i. z amo s como
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pr'ecus'Bofes ].?-3]i] manose e [i-3ii] gli.cose.
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MATERIAL

Glicose Qxidase ( Seda-Pak )

Sílica Gel G(Seg.Stahl-Mel'ck)

DELE - Cel-ulose (Selva, type SS p.A)

DOWEX 50W X4(H+) 200-q00 mesh (Baker' Analyzed Rea-

gent )

DOWEX l-X8 (CI') 40-50 mesh (Baker' Analyzed Reagent)

Acrilamida, Temed, N,N' -me-t:ileso-bis-acrilami.da, 'tA

mijo-black''(Sigma Chemical Company)

[2-3H (r~r];] manose : Ati.vi.dade especJ-fica

342 mCI/mmol (New England Nuclear.')

[.].-3H (}ii] glicose: Atividade especzfi.ca

15 mCI/mrnol (New England Nuclear')



11

1.9 - Sódio - dodecilsulfato (Sigma Chemical Company)

1.].0- Amilogli.cosidase (amido -o&-1,6-o6- 1,h- glicosída

se) : ]-RU/mg ( Boehz.'inger')

1.11- Aquaso1 -2 (New England Nuclear.')

1.12- Sephadex G-15-120 (Sigma Chemical Company)

1.13- Concanavalina- A Sephadex

1.14- P-4(Bio-Rad Labor'atory)

OP , PPO (New England Nuclear')

Todos os demais r'eagentes e solvente

lise'' (D .A)

Chemi.cal s )( Pharmac i.a Fine

l 15 POP

foram deS Pg

tt
pr''o ana
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2 - MÉTODOS

2.1 - Curva de Incol'por'anão de gli,lídios radioati.vos pol.'

ovário total

Injetou-se com o auxz+lio de uma micro-sel'i,nga Hamil-

ton lci nl de [2-3r11 manose contendo 10 nCÍ do glicÍdio r'adioa-

tivo dir'etamente no iates-t:ino de tele8genas i'ecem-cax+das do

hospedeil'o e a seguir', em direi'entes enter'valas de tempo) l-'et.i

].'ou.-se os oval'ios e homogeneizou-se em ácido t].'icloroacético a

10% (GARCIA e colabol'adol'es, 1974)

2.2 C)atenção de :14991;pedi-os e lícopr'otelnas

Inj etou-se confo].'me desce.'ito no pal.'agl'afo enter'ior

10 nl de [-2-3];] manose ou [.i-3i]i] glicose contendo 15 n ci. do

SZieZdíõ parti.cativo. Retirou-se os ovários no intervalo de tem

põ dê Maxi ã íneol'por'ação e homogeneizou-se em clorofÓT'mio-me-

tâtiOl; ($11l) ou em tampão TRÁS-HCI 0,IM pH 8.1. Apo s o material

foi. submetido a partição de Fol-ch. Seguiu-se o esquema r'epr'e-
sentado na fi.gur'a ( 1)

'.
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CARRAPATO

l NJETAR MANOSE OU GLI COSE

w.
EXTRA l R OVAR l O

PARTIÇÃO OE FOLCH--'iHOMOGENEIZAR CO.M C-M-H20 (3:2:1)

CENTR l FUGAR

FACE SUPER l OR

+.
DESPREZAR

FACE l NFER IOR

! F]TERFACE

(PROLE l CA ) LAVAR COM

C'M'H20 IS:Ü8:ÜZ)
LAVAR COM AGUA

l
CENTR l FUMAR

PREC l P l TADO

l
) EXTRAÇOES COM

c'm-H2o (1:1:0,3)

'1
CENTR l FUGAR

CENTR l PULAR

&
FACE l NFER l OR

MEDI R

RAD l OAT l VI DADE

éEPARAÇÂo DE

LI P l DI OS POU-

CO POLARES

SEPARAÇÃO

DE LI P ÓDIOS SOBRENADANTE

POLARES

MED l R RADI OAT l VI DADE

PREC l P l TODO
(PROLE l CO )

#

D l SSOLVER EM

AC l DO FORA l CO

+
MEDI R RADI OATI VIDADE

PROCESSO DE EXTRAÇÂO DE INTERMEDIÁRIOS ENVOLVIDOS

NA BIOSSÍNTESE DE GLICOPROTEÍNAS.

C: CLOROFORMIO M:METANOL
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aroma tog l.'afia s

2.3.1 Cromatogr'afia descendente em papel

Fol.'am fei-tas em papel Whatmann n9 1 nos se

guintes eluentes

Solvente A: 'R.-butanol:pil'idina:agua(6 :4: 3)

Solvgntç B: 'n.-butanol:pi.ri-dana:agua(4: 3 :4)

So[venl;g C: q.-butano].: etano]:água (10:1:2)

2.3.2 Cromatografia em camada delgada

Uti.li.zou-se placas de alumi-nio, com si.liça

gel G (ti.po 60), 0,20mm de espessura, sem indicador de fluir'es

canela, com os seguintes sistemas de solvente

Solvente D: hexano:eter et31li.co:ácido acedi

co ( 80 : 20 : ].)

Solvente E: butanol: .;gua. (90:10)

Solvente F: acetato de etila: pir'idina:ama-

ria: água(l0:5:3:3)-utilizou -

se a fase super'ior'

Coluna Cromatografica de DELE c e lu .L os e

PT'eparação de DELE ee ].u].os e - acetato

ílãvãvã se a resina de DELE - celulose vãri.as vezes

68H agua dêétiladds a fi.m de r'etir'ar' impor'ezas e pal't:cu].as pg

eãüõnãõ. Tfátdva se com HCI IN, e decantava-se por' uma hor'a.Pag

gado est:e tempo ].afiava-se com água destilada até que o papel

indicador determi.nesse pH neut!.'o, e r'eação negativa par'a clone

tos, coH nitrato de pr'ata. Tratava-se a r'esina cc>m NaOH IN, du
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parte uma hor'a. Lavava-se com agua desta.leda ate pH neutl'o. Rg

ti].'ava-se a agua com a].pool etÍli.co e depois acetona e levava-

se par'a um dessecador a vácuo por' 24 hor'as. Ressuspendia-se

em ácido acético glacial, pal'a a obtenção da forma acetato, e

finalmente lavava-se com metano1 99% (DANKERT e colabor'apor'es,

.L J U U /

A coluna DELE - celulose - acetato foi pr'epal'ada

em coluna de vinil'o de 22xl.5cm. As amostr'as aplicadas na colu-

na de DELE - celulose - acetato em metano1 99%, foram elul+das

utili.zango-se os seguintes sistemas de solventes:

S i. s t ema l a amostra era eluz+da com 50 ml de

clorof8].'mio-metano1 (7:3), 50 ml de

metano1 99% e ].00 m]. de acetato de a

m8nio em metano1 99%, em concentra -

çÕes de 0.02 M e 0.2M.

S i. s t ema a amostra el-a e].uÍda com 75 ml de

clorofórmio-metano1 (2:1) e 120ml do

gr'adiente contl+nuo entre 0 e 0.4M

de acetato de amónio em clol.'oformio-

metano ]. ( 2 ; ]. )

S ístema i l l a amost:ra era eluz'da com 25 ml de

clorofÕT'mio-metano1 (2:1) , 25 ml de

clorof8r'mio-metanol-água(l:J-:0. 3) e

40 ml de formiato de am8ni.o em cloro

fo r'mio-metanol-agua(1:1:0.3) , nas

Concentrações de 5 mM, 10 mM e
100 mM.
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2.5 Cromatografia de gel-filtração em coluna de P-4

A coluna P-4 foi pr'epal.'ada em coluna de vi.dro de

100 x 1.5 cm. As amostras aplicadas na coluna fol.'am eluzdas u-

tili.zando t:amplo acetato de se'dío CI.IM pH 6

A coluna foi pr'eviamente calibrada com "Blue dex

tran" e Coca? pal.'a i.ndicar o volume de exclusão e inclusão,

r'e spe ctivament e

2.6 - Cromatogr'afi-a de Afinidade em Concanava].ina A

S ephar' o s e

A coJ-una de concanavali.na A Sepharose foi pr'epa!.'ada

em coluna de vi.dl.'o 10 x l cm. As amostras aplicadas na coluna

for'am eluJ.das ini.cialmente com tampão acetato de se'dio 0.1 M

pH 6)0) contendo NaCI 1.0M, MgC12 0.001M, CaC12 0.001M, e
apos com oc-metal-glicosz+dio em tampão acetato de s(3di.o 0,IM,

nas concentrações 5, 20, 200 mM (GOLDSTE]N e co].abor'odor'es,

1965)

2.7 Eletrofol'ese em gel de oliacrilamida SDS

A amost.pa aplicada foi dissolvida em tampão tr'is

HCI ].M pH 8.8 contendo sadio-dodecilsulfato (SDS) 0.1%. Na

juba de e].etrofor'ese colocou-se tampão tr'is HCI 0.25M - glici-

na ]:.g2M contendo SDS 0.1%. Os róis fol.'am prepar'idos coma

18,75 m]. de tampão tz.'is HCI IM pH 8.8, 13.35 ml de acr'i.lama.da

30% com bi.sair'ilamida 0.8%, 1,5 ml de per'ssulfato de amonio
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15mg/ml) l.OmldeTMED 5%, 0.5mlde SDS 10g%, 14,90ml de
agua (HEDRICK e SMITH , 1968 )

Cada amostl'a foi submete.da a ]. mA e 1.5 V durante

o tempo de penet].'ação no gel. Apor a amloer'agem passou paJ-'a 4mA

e a voltagem para 6V por amostl.'a

As pr'ote:nas submete.das a eletpofor'ese em gel de

poliacrilamida - SDS foram col'idas utilizando-se o col'ante ami

do black 0 . 5g% .

2 . 8 - Hidrélises Ácidas

2.8.1 Hi.dl'alise Ãci.da Total do pel-let provei-co

:

O pela-et pr'otei.co foi submetido a hidr8li.se

em pr'esença de aci-do trifluor'-acedi.co 2N em ampola fechada

com atmosfel.'a i,ner'te, a 120 uC dur'ante l hora (GOLD e HAHN,

1976)

0 matei'ial hidrolisado passava-se em DOWEX

50W-X4(H+) 200-400 mesh e DOWEX - lx 8(H-C00') 40 a 50 mesa

O material eluÍdo das colunas era constituído de compostos ne.g
Eras .

Os compostos que ligam.'am na coluna contendo

13ÕWÊX 13ÕW X4 (H+) 200-400 mesa eram eluÍdos com ácido clorx+-

düi;õõ l2Ni gêndo constituídos de compostos carregados (SPIRO,

Os compostos neutros eram anali.fados em
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cr'omatogr'afia descendente em papel, nos sistemas de solvente

A e C , r'espectivamente

Os compostos carregados eram analisados em

cromatogr'afia de camada delgada nos sistema de solvente F

2.8.2 - Hi.dr'olise ácida suave dos compostos lipz+di

cos

C)s compostos carregados soluveis em cloro -

fi3rmio-metano1 (2 :1) for'am submete.dos a hidr'o'lide na pl.'esença

de ácido dor'idr'ico 0.1N em pr'opano1 50%, a 50 oC durante 30

minutos ( SPEAKE e WHITE , 1978 )

0 matei.'ial hidr'oli.gado er'a evapor'ado e r'es-

suspendido em clorofÓ].'mio-metanol-agua (3: 2 :1) . Apo s centra.fu-

gaçao, separava'se a fr'ação super'ior' e lavava-se a fr'ação infÊ

ri.or com c]orofÓT'mi-o-metano].-água (3 :48:47) e novamente centra.

fumava-se. Separ'ava-se a fr'ação infer'ior', e a fr'ação super'iol'

er'a adicionada ã fr'ação superior' anterior'. Lavava-se esta fr'a-

não com clorof8].'mio-metanol-água (86 :14:1) e centra.fumava-se

Separ'ava'se a fr'ação inferior' e adiei-orava-se a fr'ação i.nfei'i-

or' anterior

A fr'ação super'ior', fr'anão aquosa, el'a apli.

óãdã êm epõmatógrafia descendente em papel, no sistema de sol-
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2.9 n{ dr(3] i ses alcalina!

2.9.1 - Hidrolise alcalina dos compostos lipzdicos

.:1

os compostos neutros solúveis em dor'oform-

io-metano1 (2:1) fol-'am submetidos a hidr'alise na presença de

hidl'oxida de socio 0.5M em etano1- 90%, a 25oC dul'ante 15 minu-

tos (WFiITE e WAECHTER, ]-975)

O material hidr'olisado era r'esfr'lado e ney

trali.fado com ácido acetico glacial-. O matei-'ial era evaporado

e r'essuspendido em clorofórmio-metanol (1:1) ) para ser' aplica'

do em cromatografia de camada delgada em sjl-ica gel, nos sistg.

mas de solvente D e E) respectivamente

2.9.2 - Hidl'o-pise alcal-ina r'edutol'a do pellet pro

teimo .

2 . g .2 .1 - Suave

O pej-let proteico foi submetido

a hidl'alise em presença de hidroxido de sadio o.l N e bol-'ohi -

dr'eto de sadio 0.1 M) a 45oc durante 2t+ hor'as (GC)LD e HAHN)

1978)

O material hidroli.fado era res '

criado e neutralizado com ácido acético glacial. Acrescentava'

se ácido tr'icloro-aeetico até se obter' concentração final en'

tre 5 e 10%. APÓS cento.'ifugação o precipitado era dissolvido

em ácido for'bico e contado no l3-quilo de cantil-açao. O sobreng



UFRG$
InSt- Clênci:ts lln: :as 4 S: úd

Bibiio&©c20

dente er'a lavado três vozes com éter sulfã].'ico satur'ado com

gua. Apor evapor'ação era Contado no ]-Íquido de cintilação.

2 , 9 . 2 . 2 .- Forte

0 pellet proteico foi submetido

a hidrólise em pr'esença de hid].'óxido cle sadio 2 N e bol'ohidl.'e-

to de soda.o l M em ampola fechada com atmosfer'a iner'te, a lO(f'C

durante 6 hor'as (GOLD e nAnN, 1976)

O matéria] hidros.içado era ].'es-

fri.ado e neutralizado com ácido acético glacial. Acr'escentava-

se aci.do tricloro-ace'tido atã se obter.' concentr'anão final en-

tre 5 e 10%. Ap(5s cento.'ifugação o pr'ecipitado era dissolvido

em ácido fórmica e contado no liquido de cintilação. O soba'eng:

dente era ]avado tl'ês vozes com eter su].fãi'ico saturado com

agua. Apos evapor'ação era contado no líquido de cinta.loção.

2 . 10 Tratamento com Glicose oxidase

:

Apor a hidr'8]ise tota]. do pellet pl-'oteico uma fr'Ê

ção contendo glicose radioativa foi tl.'atada com a enzima Glicg

se óxídase. A oxidação foi. realizada em banho-mal.'ia a 37uC du-

I'ante uma hora. O material hidr'alisado foi submete.do a cl'omito

grafia descendente em papel-, no solvente A.
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2 . 11 TI'atamento cgy :8D4:!ç?gl-idos {qe:!ç

Pellets pr'oteicos pl'ovenientes de oval'ios de car'-

r'apitos injetados com manose r'adi.oativa, for'am submetidos a hi-

drólise alcalina fol'te, e ap(3s fol'am aplicados em cr'omatogra -

fia de gel filtr'anão em P-4

O material eluÍdo da coluna foi. dividido em duas

aliquotas, e uma delas foi submetida a tratamento com amilogl.i

cosidase

A amostr'a foi dissolvida em tampão acetato de só-

dio 0.2 M pH 4.8. Utili.zou-se 0.7 U de amilogli.cosidase (14U/

mg ou 1,25 U/ml) e incubou-se a 37'JC dur'ante uma hor'a. A enzi-

ma foi inativada em banho-mal'ia fervente a 100'C pol' 2 mi.netos

Após o tratamento enzimãtico o matei'ial foi subme

tido a cr'omatogr'afia descendente em papel, no Solvente B.

2 . 12 Deter'mi.nação de PI'oteÍnas

A concentração de proteínas foi. determinada pelo

método de Lowr'y e col-apor'apor'es (1951) , usando sor'o albumina

bovi.na como padrão .

2 . 13 Deter'minação da Radioatividade

As deter'minaçÕes quanta.cativas da I'adi.oati.vidade

foram medidas no apor'elho Beekman LS - IC10 - Li.quid Sci.ntilla-
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tion System

As cromatogl-'afi.as em papel foram col'fadas em seg

mantos de 2 cm de comp].'i.mento, e contadas no lz+quido de cinta

laçao .

As cromatogl.'afi.as de camada delgada for'am cortadas

de cm/em e após contadas no lz+quido de cintilação.

Alllquotas das fr'açÕes eluzdas das colunas de DEAE-

celulose, P-4 e Concanavalina A Sephar'ose fol'am evapor'abas e

contadas no liquido de cintilação.

Os réis de poliacr'ilamida fol.'am cortados em segme2

tos de 0.5 cm de compz'imenso e colocados em vial com 0.5 ml de

pel'óxido de hidr'ogênio a 30%. Em segui-da er'am submete.dos a uma

temperatul.'a de 55uC em banho-mal.'ia, por' 12 hor'as. Apor a dis -

solução os leis er'am contados no líquido de ei.ntilação (HOLLIN

GER e col-abol.'odor'es, 1972)

As amostr'as que for'am evapo]'idas e].'am contadas no

líquido de cintilação que apresenta a seguinte composi-ção: PO-

POP - 50 mg; PPO -4g; tolueno - l lit:ro. As amostras contidas

em solução aquosa el'am contadas no líquido de cintilação Agua-

2s o ].

Revelação dos glicz+díos

Os paul'Ões de glicÍdios e poliálcooi.s usados nas

cl'omatogr'árias em papel foram r'evelados com o l.'eagente nitrato
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de pr'ata (TREVELYAN e colabor'adol.'es, 1950)

0 pr'ocesso de ].'evelação consiste nas seguintes Ê

tapas

lg Etapa - imersão do papel em nitl'ato de pr'ata

saturada 1:200 em acetona, seguido de

secagem a temper'atar'a ambiente

.11:..]1;.rgiBa - Imersão do papel em solução metanoli

ca de NaOF1 0.5 M.

.l!=:1..E.E929 ' Imersão do papel em tiossulfato de se

dio a 2,5%.

.t!=!..El:çgEg agem do papel em agua destil-ada,sg

cuida de secagem.

? . 15 Revelação de ;j:pl+dios

Sistema 1: a placa foi col-ocada numa cola de vi.

dro saturada com iodo subli.nado.

Sistema 11; a placa foi buz'r'ifada com uma solu -

çao contendo dica'omito de potássio em

ãci.do sulftil'ico a 40%. Após a placa

er'a colocada numa estufa a 150"C



111 - R E S U L T A DOS

1. INCORPORAÇÃO DE ]2-'j] MANOSE A0 OVÁRIO DO CARRAPITO EM

FUNÇÃO DO TEMpo APÓS A .[NIEÇÃO.

Ê

Após a injeção de manose radioativa no intesti-

no do car'rapado, os ovários foram l.'emir'idos em dizer'entes in-

tervalos de tempo) e mediu-se a i.ncorpor'anão de manose r'adioa-

tiva no premi.picado obtido pela adição de ácido tricloro-acedi.

co. Este p].'ecipitado contém compostos lipz+dicos e pl'oteicos.

A curva de tempo mostra que o tempo de máxima

ineor'por'anão de manose r'adioativa ocorre seis hol'as apor a

injeção. Nos tempos seguintes a incorpor'ação se maná:em constar

te ( f'IGURA 2 )
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CURVA DE TEMPO DA IFqCORPORAÇAO DE

b-sã MANOSE N0 OVÁRIO DO CARRAPATO

TEMPO { HORAS )

FIG AS FÊMEAS CAÍDAS DO BOI DURANTE A NOITE FORAM RECO

LHIDAS PELA MANHÃ E INJETADAS COM 10 DCI DE B-3Ü

=MÀNõgÉi NaS TEMPOS INDICADOS APOR A INJEÇAO FORAM

ÊXÍRAÍOO$ ÕS OVÁRIOS E HOMOGENEIZAOOS COM TCA 5%.

NÚMERO DE ExpERTMeNTos EM CADA PONTO:03
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2. iUCORPORP.ÇÃO DE ].z-s.] MANOSX E [i-3i] GLICOSE

A GLICOLIPÍDIOS E GLICOPROTEfNAS.

Levando em conta os resultados expressos na fi-

F
nas r'eeem-caídas do hospedeir'o e ap(3s oito horas separ'amos os

compostos li.pofÍlicos e glicopr'ot:eixos, confol.'me tecnica des -

grita em material e métodos. Observa-se a i-ncor'por'anão de o-

des r'adioativas aos compostos lipossoluveis e glicopl.'otei.eos ,

como se pode obsel.'var na t:apela l

gul'a (2), injetamos l2-3iil manose ou i-3il glicose em teleógÊ

Verá-fica-se maior' incor'pox'ação de manose r'adiou

uva a compostos solúvel.s em clorof(3rmio - metanol - água

(1:1:0.3) e ao pellet pr'oteico. ná mai.or incorporação de glicg

se I'adioativa aos compostos solãvei.s em clorofórmio - metanol

( 2 : 1) e pellet p].'oteico.
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IFICORPORAÇAO DE HEXOSES Efl DIFEREM;TES

FRAÇOES D0 OVÁRIO DO CARRAPATO

RAD l OAT l V l DADE
/

T O T A L/ O V A P l O(CPFI)
FRAÇAO

C - f:] (2:1)

C - ]'] - H20 (].O:l0:3)

PELLET 6176 l ü1509

TABELA AS FÊMEAS FORAM RECOLHIDAS DUAS HORAS APÓS A

QUEDA E iNUETAnAS COM ].0 uCi nE [2-3H] - MA-

NOSE OU 10 Pci DE b-sÜ GLICOSE', OITO HORAS

APÓS A INJEÇÃO FORAM EXTRAÍDOS OS OVÁRIOS E

PROCESSADOS COMO INDICADO EM MATERIAL E MÉTQ

D0$J MEDIU-SE A RAD10ATIVIDADE EM TODAS A$

FRAÇOES OBTI DAS .
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3 . ANÁLISE DOS COMPOSTOS LipOrfLiCOS

Par'a r'balizar' este estudo injetamos glíc:aios

radioativos num gr'upo de qual'ente teleõgenas l.'ecem-caz+das do

hoêpedeir'o. Dividimos os animais em dois grupos contendo vi.nte

teleogenas cada um. Um grupo r'ecebeu 10 pci de [2-31] mg
nome e o outro mesma quantidade de [.1-31] glicose, condor'me

foi descrito em matiz'i.al e métodos

C)s ovários for'am ].'etirados das teleogenas e sub

meti.dos a par'ti.ção de Folch. Separ'ou'se as f3.'açÕes contendo os

compostos lipossoltiveis e o pellet pl.'oteico.

3.1 - ANALISE DOS COMPOSTOS LiPOrfnicos SOLÚVEIS EM CLORO

FÓRMTO-METANOL ( 2 : 1 )

Os expor'i-mentos realizados tem o objetivo de cg

I'actor'izal.' os compostos lipossolúveis p3.'esentes nesta fr'anão.
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3.1.1 CI'omatoal.'afia descendente eü apel

O material solúvel em clorof.3i'mio

(2:1) extpa].do dos ovári.os de cara.'apitos i.njetados com [2-3H]
manose ou Ll-'n] glicose, foi apli.cedo em cromatografia descen

te em papel, no sol-vence B. Obser'va-se na fi.gur'a (3 e q)

que os Compostos radioativos se deslocam num s(5 pi.co pr'oximo

da fz.'ente de cor'r'ida evidenciando que este composto move-se co

mo uma substância lipofx+l-i.ca. Isto se verifica par'a os compos-

tos mal.'cados com manose r'adi.oativa ou glicose radioativa

Coluna de DELE - celulose, acetato em meta

no]. 9 9 %

Esta coluna foi uti,lizada com a finali.dade de

determinam.' a natureza dos compostos li.pofÍli.cos. PT'etende-se

indicar' se estes compostos são carregados negativamente, ou se

ja, se apresentam natureza ani,única

A natur'eza ani8nica pode inda,car a p!.'esença

de polip].'enois-fosfato ou poli.pr'en(5is-pi].'ofosfato, que estão

envolvidos nos processos de bi.ossÍntese de gli,copa'oteÍnas. Es-

tes compostos for'mam intermedi.ãri.os do ti.po pol-i.pl.'enol- fosfa-

to - açticar' ou polipl.'enol - pirofosfato - açticar'

Amostr'as pr'ovenientes de oval.'íos de ca!.'i'api-

tos injetados com [i-aij] glicose foi'am apli-cartas simultânea -

mente em duas colunas de vida'o contendo a regi.na DEA -ce].ulose

e eluidas nos sistemas de solvente l e 11. Verifica-se que a
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FIG. CROMATOGRAFIA DESCENDENTE EM PAPEL DOS COMPOSTOS

LIPOSSOLUVEIS EM CLOROFORM10-METANOL (2:1), EX-

TRAÍDOS DE OVÁRIOS DE CARRAPATOS INJETADOS COM

l-SHH GUCOSC.

ELUENTE: n-BUTANOL - PIRIDINA - AGUA (q:3:q)

F : FRENTE DE CORRIDA
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FIG CROMATOGRAFIA DESCENDENTE EM PAPEL DOS COMPOSTOS

LIPOSSOLUVEIS EM CLOROFORM10-METANOL (2:1), EX-

TRAÍDOS DE OVÁRIOS DE CARRAPATOS INJETADOS COM

[2-3HÜ MANOSE.

ELUENTE: n-BUTANOL - PIRIDINA - AGUA (Q:3:ll)

F: FRENTE DE CORRIDA
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amostra. é e]ui.da? quase rn. sua t:otan.i-dado, eH c].orofo#l'mio-meta.

no1- (7:3) ou (2:1) respecti.valente, evidenciando a pr'esença de

um composto cuja estrutura não apz'ementa radicais ani8nicos(FI
CURA 5)

#.

Este composto r'ecromatografado no sistema de

solvente 111, se comportou novamente como um composto de carão

ter:lsti.ca não-aniãni.ca .

Os compostos ani8ni.cos que for'am eluz+dos com

acetato de amónio 0.2M sofreram hidrólise .;lida suave confor-

me descrito eH material e métodos. Obteve-se 70% de hidrólise

O matei'ia]. hidr'alisado foi. submetido di.retamente a cromatogr'a-

fia descendente em papel no solvente A, sem a previ.a separação

de Compostos lipzdicos, identificando-se, entre outros compos-

tos, um composto que se des].oca como manose (FIGURA 6)

A amostra pl'oveniente de oval'ios de cal.'r'apa-

ros inje-t:idos com [2-31i] manose foi aplicada numa coluna de vi

dz'o contendo a resina DELE - celulose e elux+da no sistema de

solvente 11. Ver'ificou-se que uma fiação da amostra foi eluÍda

em clorofÕT'mio - metano1 (2:1) , compor'tardo-se como um compos-

to de car'acterz+sticas não ani8nicas. A outra fr'ação foi- fluída

em acet:ato de amâni.o 0,4M, compor-'tendo-se como um composto
ani8nico ( FIGURA 7 )

Este composto não-i8ni.co reer'omatogr'afago no

si:btêHd dõ solvente 111, se compor'tou novamente da mesma manei
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CROMATOGRAFIA Er4 DEAE - CELULOSE DO

LIPIDIO-GLICOSE SOLUVEL EM CLOROFORMIO - METANOL (2:1)
/
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OBTIDOS DA HIDRÓLISE ÁCIDA SUAVE, PROVENIENTE DE

OVÁRios DE CARnAPAros iNiETADos coM [l-3HicLico-

ELUENTE: n-BUTANOL - PIRIDINA - AGUA (6:q:3)

GLI - GLICOSE I\IAN - MANOSE
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3.1.3 - Analise dos coNOOstOS de cal'acterÍsti.ca

anioni ea

Os compostos car'regados negativamente, mal'-

nio, apor estarem livres de acetato de amónio, foram submete -

dos a hidr'(alise ácida suave com HCI 0.IM em pl'opano1 50% a

50'JC pol.' 30 minutos, confol.'me foi descrito em material e moto

dos. Obteve-se 30% de hidrólise

A fiação hidros-içada, soltivel em água foi

aplicada em c].'omatog].'afia descendente em papel, no solvente A.

Identificou-se um composl:o que se desloca como manose

3.1.4 - Anã]i.se dos comoostos de caractere.ética não

anioni ca

Os compostos lipofz+licos que não ligaram na

coluna, marcados com [2-31] manose ou [l-3f] gli.cose for'am sub

metidos a hidr'Õ]íse a]ca]ina suave com NaOH 0.5M em etano].

90% a 25oC pox' 15 minutos de acol'do com ma-Eel'i.al e metidos

Nestas condições ocos.'re a hidr'alise de tr'igli-cerÍdios

O matei'ial hidr'olisado, solúvel em clorofol'

mi;ó H metano]. (1:1), foi apli.gado em c].'omatografi.a de camada

delgada) no sistema de solvente D e E conforme material e moto
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CROMATOGRAFIA EM DEAE - CELULOSE DO

L[PID[O-FIANOSE SOLÚVEL EM CLOROFORM]O-F2ETANOL (2;])

'c>

E
a.
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Q
>

y
Q
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N! DO TUBO

FIG COLUNA Foi ELUÍOA COM CLORoFÓRMio-METANOL (2:1)

COM UM GRADIENTE LINEAR DE ACETATO DE AMÓNIO EN

TRE 0 E 0,ÜFI NO MESMO SOLVENTE .
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Na figur'a (8) observasse que as amostras li.po-

fÍlicas são consta.toldas de componentes que se deslocam neste

sistema c.poínatogrã.fico com o mesmo Rf dos parir'Ões utili.zados:

triglicel'ódios e ácidos gr'fixos. Obsel.va-se ainda que a amostr'a

que foi marcada com ].i-3r] glicose apl.'ementa uma consta.tuição

difel.'ente antes e depois da hidl'13li.se. A amostra não-hidr'olisa-

da apr'esenta, ente'e outl'os constitui.ntes um predomJ-ni.o de com-

postos que se deslocam com o mesmo Rf de tr'iglicerz+dios. Após

a hidl.'alise os compostos foz.'mados se deslocan com um Rf que

coinci,de com os Rf de ácidos graxos. Não se constatou a px'esen'

ça de glicerol radioativo. A amostra que foi marcada comj2-'nJ

manose pr'ati.comente não apr'esenta maiores var'cações na sua cone

tituição, antes e depois da hidrÓli.se. Os picos de z'adioativi.da

de não eoinci.dem eom os parir'ões empa'egados
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CROMATOGRAFIA EM TLC DOS GLICOLIPÍDIOS SOLÚVEIS EM

CLOROFORMi0-METANOL (2:1), QUE NÂ0 LIGARAM NA COLA

NA DE DEAE-CELULOSE. ESTES FORAM HIDROLISADOS COM

NAOH 0,5 M EM EI'ANOS 90% A 250C POR 15 MENU-rOS O

HIDROLISADO FOI EVAPORADO E RESSUSPENDIDO EM CLaRa

FORM10-METANOL (1:1) E APLICADO NA PLACA CROMATO -

GRÁFICA. UTILIZOU-SE COMO SOLVENTE DE CORRIDA HEXA

n0-ÉTER ETÍLICO - ÁCiOO ACÉTiCO (80:20:1).
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4. ANALISE DOS comPOSTOS LlpOTÍLlcoS SOLÚVEIS EM CLOKOr6Kmto

METANOL - AGUA ( 1 : 1 : 0 . 3 )

Os compostos soluveis nesta fr'ação, marcados

com [2-3i:]] manose, for'am submete.dos a cr'omatografi.a descenden-

te em papel no solvente B. Identificou-se a pr'esença de

dois compostos. Aproximadamente 90% da r'adioatividade apor'ece

no composto manose (FIGURA 9). Este r'esultado i.ndi.ca a pr'esen-

ça de gecor'i.nas, que são compostos caracterizados como aglomera

dos de lipídi-os e glicÍdi.os (DANKERT, comunicação pessoal)

5 . ANALISE DO PELLET PROTEICO

5 . 1 - Hidrólise ácida total

Cõm a finalidade de se conhecer' quais os glic.L

d 8é qUê fdüõ par'te da está'neura da g]-icopr'oteína rea].izou-

êê hidp81i.se ácida to'Eal eom ácido tri.fluir-acético nas conde.

iões desci'i.tas em materi.al e métodos.
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FIG CROMATOGRAFIA DESCENDENTE EM PAPEL DOS GLiCOLIPI

elos soLÚvEis EM CLOROFÓRMIO-METANOL-ÁGUA (1:1:0.3),

EXTRAÍDOS DE OVÁRIOS DE CARRAPATOS INJETADOS COM

[2-3Ü MANOSC

FLUENTE: n-BUTANOL - PIRIDINA - AGUA (Zi:3:Ü)

MA - MANOSE G2 ' DISSACARIDEO



Neste exper'isento ut:ilizou-se os pellets pr'otei

eos contendo g]icopl.'ote].nas mar'dadas com [.Z-3.ã gli.cose e ob

teve-se 9 5% de hidrólise

Utilizando-se colunas de troca iónica separ'ou'se

no hidr'oli.fado os glicÍdi.os neutros e ca3.'r'egados .

Os gli.czdios neutros submete.dos a cr'omatog].'afi-a

descendente em papel, no solvente A e C, r'evelou a presença de

glicose e manose ( FIGURA lO )

Os gli-cedi.os neutros for'am eluzdos separ'adamente

do pape-L. A fr'ação contendo glicose foi submetida a oxidação

com gli.cose oxi.dose, nas condições descai.tas em matei'Íal e me-

todos. O pr'oduto da oxi.damão foi- submetido a cl:'omatogr'afi-a des

candente em papel, no solvente A.

Na figur'a (11) observa-se a tr'ansfor'mação da gl.{

cose a ácido gli.cé3nico, cona.amando a pr'esença de gli.cose na

amo s t ]'a

Os g].icÍdios car'r'egados foz.'am submetidos a cromo

tour'afia em Camada de].gado, no solvente F, e o r'esultado reve-

].oü a pr'esença de glicosamina (FIGURA 12).
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5.2 $ !glç=gfgrese en gel de o ]. iacrilamida SDS

Após a ext].'ação dos compostos solúveis em cloro-

fÓT'mio - metano1(2:1) e c]-opor(5r'mio - metano] - agua (]-:1-:0:3),

obteve-se uma f].'anão inso]uve]. que contém gli.copa'otez+nas mar-

cadas na fr'ação g]icÍdica com [.2-3tiE] manose ou []--31g g].ico-
se

Na figul.'a (13) mostra-se os l.'esultados da eletl'o

for'ese do pela-et gli.copa'otei-co obtido de oval'i.os de car'r'apitos

injetados com manose ].'adi.cativa. O pel-let pr'oteico foi dissol-

vido em se'dio-dodeci.lsulfato(SDS)

Como se pode observar' apor'ecem varias glicopro

telhas mar'dadas com o glieidio radioativo.

A eletr'ofor'ese das glieoproteÍnas obtidas de ová

ri.os de cal.'r'apitos injetados com glicose radioativo levou a re

soltado semelhante ao obtido com a i.njeção de manose r'adioati-
va



DISTRIBUIÇÃO DA RADIOATIVIDADE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

EM PRESENÇA DE DODECIL SULFATO DE SÓDIO DA PROTEÍNA DO

OVÁRIO, MARCADA COM b-sÚ - PIANOSE.
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FIG, ]3 rRAÇ)n PROTEICA DO ovÁRIo DO CARRAPATO iNJETADO

COM [2-3Ü - MANOSE FOI SOLUBIHZADA EM SDS E ANA

USADA EM GÉIS DE ACRILAMIDA 8% CON-rENDa SDS. OS

fiEiS Fará.M CORTADOS EM SEGMENTOS DE 0,5 CM E DE -

TERMINADA A RADIOATIVIDADE EM CADA FRAÇÃO. OS

GÉls FORAM CORADOS COM AMIDO BLACK 0.5 G%.
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5.3 Hidr81 i.ses a].calhas redutoras

Os glícz+dios podem ligar'-se ã pr'otei-na na es -

trutura de uma gli.copa'otezna, por' meio de ligações N-glicoszdi

cas ou O-glieosi-dicas, através dos ].'espectivos aminoáci.dos: as

pa)-'afina e ser'ina ou tr'bonina

O ti,po de ligação O-glicosÍdi.ca (via sel'ina ou

treonina) g l-ábi.l em conde.iões alcalinas suaves entretanto a

ligação N-gl-icosidi.ca (via asparagina) é I'esi.atente nestas con

diçÕes .

Para elucidar' os tipos de ligações que odor'rem

nas glicopr'oteÍnas ma].'dadas, presente no pellet p].'atei.co, reali-

zou-se hidrólise alcalina suave redutora (0.IN NaOH e 0.IM

NaBH4 - 2U hor'as a temper'atura ambiente), segundo a técni.ca des
apita em materia]. e métodos .

Nestas condições não se obteve hidra'liso das

glicopr'oteinas pl'ovenientes dos oval'i.os de car'r'aparos injeta -

dos com manose r'adioati.va ou gl-icose r'adi.oativa

Este resultado sugar'e que a ligação gliczdio

seja do tipo N-glicosÍdicaprote i.na

A par'tir' do r'esultado enter'ior', fez-se hidr'(ali-

se alcalina fol'te r'edutol'a (2N NaOH, IM NaBHü - 6 hor'as a tem-

pel'atura de 100uC) , segundo a técnica desci'ita em material e

metodos. Obteve-se 95% de hidro+lise
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HIDROLISES ALCALINAS NO PELLET PROTEICO

HIDRÓLISES ALCALINAS FIO PELLET PROTEICO

NAOH 0,1 M E NABHü 0,1 M
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100oC POR 6 HORAS
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O maEeri.a]. hi.dr'alisado foi. submetido a el'ornato

gr'afia de gel-filtração em P-h confor'me desci'ito em matei'ial e
métodos .

Obsel-va-se na figul.'a (14) que o oli.gossacar'z -

deo l.'esu].tarte da hi.drÕli.se move-se como um composto de peso

molecu].ar e ].evado .

Uma alzquota do ma-t:erial pr'oveniente da c].'oma-

tografia de gel-filtr'ação em P-4, foi submete.do a cromatog!.'a-

fia de afinidade em eoncanavali.na A sephar'ose, conforme descai

to em material e métodos .

Verifica-se que o material é consta.tux+do de o-

ligossacar'Ídeos que apr'esentam nas suas extremidades li.vres mo

leculas de gli.cose ou manose. Observa-se ainda que a maior' par'

te do matei'ial foi fluído na concentração de 200 mM do OZ-- me

til icosz+dío, evi.denciando que nesta f!.'ação nã um maío].'

número de compostos com afinidade pela coneanavalina A sephar'g

se (FIGURA 15 ) .

Uma alzquota do material proveniente da croma-

togl.'afia de gel-filtr'ação em P-4 soft'eu tratamento com amplo -

glicosidade, e apor foi submetido ã c].'omatografi.a descendente

em papel no si.stema de solvente B, confol.'me desci.'íto em mate -

ri.a]. e métodos .
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CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE EM CONCANAVALINA A SEPHAROSE
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C)bselva-.se na figur'a (16) que o matei'ial hi

d['oli.sido ; constitu].do de um oli.gossacarzHdeo de peso molecu

lar elevado que ence['].'a em torno de quatorze moléculas de he

.xos es .

Veria.ca-se que o materi.al após a hidrÓli.se

soft'eu uma r'adução no tamanho do oligossacar'Ídeo. Os doi.s pi--

cos que apor'ecem no cl'omatograma, antes da hidrólise, se tr'ang.

for'mam num Úni.co pico, após a hidr'Óli-se, evidenciando que o o-

li-gossacar'Ídeo de mai.or' peso molecular sofreu efeti.vamente a

ação enzimática tl'ansfor'mando-se num oligossacar'Ídeo de peso

molecular menor' semelhante ao oligossacar'Ídeo relativo ao se -

gundo pico no cromatogl.'ama do matei'i.al não hidroli.sido .
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FIG. 16 CROMATOGRAFIA DESCENDENTE EM PAPEL, DO PRODUTO OBTIDO

NA COLUNA DE GEL-FILTRAÇÃO EM P-q DESCRITO NA FIGURA

lq.. UMA ALÍQUOTA DESTE MATERIAL F01 SUBMETIDO A TRATA

MENTO COM AMILOGLICOSIDASE, CONFORME DESCRITO EM MATE.

RI AL E MÉTODOS .

ELUENTE : n-BUTANOL PIRIDINA - ÁGUA (q :3:q)

OS OLIGOSSACARiDEOS DE GLICOSE COM UM OU MAIS RESÍDU-

OS DE GLICOSE ESTJh REPRESENTAOOS COMO GI, G2. G3.

ETC. ESTES FORAM OBTIDOS UTILIZANDO UM HIDROLISADO DE

AM l LOTE .



IV - D l S C U S S Ã O

No cal.'sapato Booohilus !11.3:gr'oolus a vital-ogêlnese

coar'esponde a uma fase de r'api.do crescimento e maturação do og

cito (D[IEHL, 1970; WYATT e PAN, 1978; ENGELMANN, ]-980). Nesta

fase estão ati.vagos os pr'ocessos de biossÍntese de gl-iczdios,

]-i.pódios e pi'otel+nas de r'enerva, que ser'ão acumuladas par'a su'

p].'i].' as necessidades metabólicas do embr'ião em desenvolvimento

(CHIPPENDALE, 1978; WYATT, 1980)

As vite].ogeninas são constituídas de glico-lipo-

pl.'ote].nas que contém ]. a 14% de gli.cedi.os e 6 a 12% de lipzdi-

os (DEJMAL & BR00KES, 1972; CHEN e colabor'apor'es, 1978; KUNKEL

e colabor'ad03.'es, 1978 e 1980)

Dur'ante a vitelogênese odor'r'e um rápido aumento

na massa do oval'io, devido a incorporação de vitelogeni.nas aos

o8citos em desenvolvimento, captados da hemolinfa, e a pl.'ages'

sos bíossintéticos i.nETa-ovarianos. Isto ocos'i'e nas pr'amei.ras

horas do per'lodo de pr'e-post:ura (DEL PINO e colaborador'es,

1982)

Neste per-lodo de pr'e-postur'a, injetou-se gliczd{

os .padioativos di.retamente no intestino de teleógenas. Veria.-

cou-se que apos a i.njeção de manose radioativa, atingi.u-se um
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máximo de incorpor'ação deste g]icÍdio ao pr'ecipitado ]-ipo-pr'o'

teimo obtido pela adição de aci.do tricloro-acetico, seis hoz'as

apor a injeção. Nos tempos seguintes a incor'po].'anão se mantem

constante

Estudos da i.ncorpor'ação de difer'entes gJ-i.lídios

a compostos li-pofllicos e glicopr'oteicos, r'evelaram que odor're

mai-or' incol'por'ação de glicose radioatíva a compostos lipofÍli-

cos pouco po].ar'es e ao pellet pr'atei.co. A manose r'adioativa foi

incorpol.'ada pl'Crer'encialmente a compostos lipofÍlicos mais po'

lal'es e ao pel-let pr'oteico .

A transfe].'ência de resíduos gliczdicos a glíco-

pr'otex+nas, envolve compostos de natureza lipz+dica. Estes com-

postos podem ser' classificados como polipr'enoi.s - fosfato e pg

li-pr'enois - pir'ofosfato que ao ligarem no gliczdio for'mam com-

postos do tipo pol-ipr'enol - fosfato - glicz+di.o ou polipreno.L -

pirofosfato - glicz+dio (PARODI e LELOIR, 1979)

Par'a comp-povar' a natureza lipídica dos campos -

tos solúveis em clorofé;r'mio - metano1 (2:1), extr'aÍdos de ová-

rios de cal.'r'aparos injetados com glicose radioati.va ou manose

radi.oativa, submeteu-se estes compostos a cromatogr'afia descem

dente em papel. Observa-se nas rigor'as 3 e 4 que o composto r'g

d=ioativo se deslocou num se pi-co pl.'oximo da linha de frente,mg

vendo-se como se pode esper'ar' de urna substância lipof3.lied

Com o objetivo de elucidam.' a natureza destes li.

pódios (ani8nicos ou não-ani.ânimos) , submeteu-se a cr'omatogra-

fia de troca i8ni.ca em DELE - celulose

Observa-se nas figul'as 5 e 7 que esta fl'ação e



S6

constituída de compostos lj.pz+dicos aniânicos e não-ani-únicos .

C)s lipídios provem.entes de oval'ios de cal.'r'apa'

tos injetados com manose r'adioati-va apr'esental'am maior' per'cento

gem de lipídios ani8nicos em r'ilação aos não aniênicos. Nos li-

pzdios pl'ovenientes de oval'ios de car'sapatos injetados com gli-

cose esta pr'opor.'ção se inver'te

Os compostos ani8nícos? aqueles que ligar'am na

coluna, for'am submetidos a hi.dpÓlise ácida suave. A ocorrenci-a

de hidr'alise do matei'ial evidencia a labílidade ácida do gl-i.co-

lipidio, confia'mando a pr'esença de um lipídio-monofosfato-monos
s acarideo .

Os gl i.cola.pz+dios ani8nieos pl-'ovenientes de ová-

rios de car'sapatos injetados com gli.cose radioativa apr'esenta -

ram 70% de hidrólise. O hidrolisado total submetido a cromado -

gr'afi.a descendente em papel- r'evelou a presença de manose como

Único monossacar':deo ente'e outros compostos (Figura 6)

Os glicolipídios provenientes de oval'ios de car'

l.'aparos injetados com manose padíoal:iva apr'esentar'am 30% de hi-

dr'olise. A fr'ação hidr'ossoluvel do hi-dr'olisado, submet:ida a cr'o

matografia descendente em papel, r'evelou .a presença de um Único

Constituinte gliczdico, que e a manose. Estes resultados demons

trem que com ambos pl-'ecus'sor'es glicÍdicos, o ov.;rio sintetiza

um composto com as pl'opl-'iedades de um poli.prenol - fosfato - mÊ

Dose

A fim de elucidar' a composição dos compostos l.l
pzdicos não-ani€3ni.cos, submeteu-se a hidr'o].ise alcalina suave
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A anâ]ise dos compostos ]-ipofz+li.cos por' cr'oma-

tografi.a em camada delgada I'evelou a pr'esença de compostos que

se deslocam com o mesmo Rf de tr'iglicer'ódios (Fi-Bufa 8). Estes

compostos apl.'esental.'am I'adi.oativi,dade oriunda provavelmente da

gl-icose I'adioativa injetada dir'etamente no i.ntestino das teleÓ-

genas .

A glicose é metaboli-zada nos temi.dos de mamÍfe-

r'os e em insetos, inclusive em ácaros, essencialmente por' duas

vias: a via glicolztica de Embden - Meyer'hof e o ciclo das pen-

toses. A via g]ico]ztica está mais re].acionada com o catabo].i.s-

mo da glicose e os pr'ocessos de pr'odução de ener'gia

Uma por'ção da gli.cose metabolizada no ciclo das

pentoÉes é uti.].izada para a biossÍntese de NADPH e de r'ibose-5-

fosfato (PONTREMOL,[ e GRAZ], 1969)

Tem se estudado em diferentes especies de inse-

tos, a contribuição destas vi.as no catabolismo da gli.cose, ea

influência de inseticidas, inibidor'es metaboli.cos, coenzimas,

hor'mõnios no ci.clo das pentoses e nas vias de síntese de áci.dos

graxos no tecido adiposo (AGOSIN e colabol.'apor'es, 1963, 1966;

KOBAYASHI e KIMURA, 1967; HORIE e co]abol'odor'es, ]-968; ELA e

colaboradores , 19 7 0 )

Obter'va-se ainda na figura 8 que a amostra mar-

eada com glicose I'adioat:i.va apl.'esenta uma consta.Edição difel.'en-

te antes e depois da hi.dr(alise. A amostr'a não hidrolisada apre-

senta compostos que se movem com o mesmo Rf de tz.'iglicer'ódios

Apor a hi-dr'oli.se ocos'r'e uma mudança no valor de Rf, coincidindo

este com o Rf de áci.dos gr'fixos
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A amostra que foi mar'cada coH manose r'adioativa

pr'ati.comente não apr'ementa variação em sua constitui.ção antes

e depois da hidz'(5].ise, e a l.'adi.oatividade pl-'esente nesta amos -

tra não corresponde aos parir'Ões empregados

Os compostos glicolipídicos solúveis em clol-'odor'

mio - metanol - água (1:1:0.3), extraídos de oval'ios de car'rapa

tos injetados eom manose radioativa, fol.'am submetidos diretamen

te a cl.'omatogl.'afi-a descendente em papel, par'a compl'oval''se a ng

dureza do glicolipidio, no lugar disto encontrou-se dois compor

tos. Apl.'oximadamente 90% da I'adíoatividade aparece num deles

que se desloca como manose. Este resultado evidenci.a que o com-

posto sotiive]. nesta fr'anão se carácter'iza como um aglomerado o=

de estão assoei-aços lipídios e glici.duos. Estes aglomerados são

denominados gecol.'mas

Os compostos lipl+di.cos de car'acteristi.cas aniÕni

eas podem coar'esponder' aos compostos enter'mediar'íos na biossz+n-

tese de glicopl'atei-nas .

Estes lipídios transpor.'tam resz'duos glicÍdicos

pr'oveni-entes de nucleot].duos - açúcar'es até aceptor'es proteicos ,

par'a a fo].'mação da gli.copa'oteÍna (PARODI e LELOIR, 1979)

Este pr'ocesso de sz+ntese de glicopr'otez+nas se VS

rifica em mamz+fer'os (PAROD]. e colabol.'ador'es, 1972) , em levedu -

pas (PARODI, 1979 ab), em insetos (QUESADAS - ALLUE e BELOCOPl-

TOW, 1978; BUTTERS e HUGHENS, 1980) e em plantas (BRETÃ e LE-

LOIR, 1977; POST LEZICA e colabol'adol.'es, 1978)

As vitelogenínas e vitela.nas, ]-'eser'vas pl'otei-cas

do ovo em desenvolvimento (PAN e colabor'apor'es, 1969), são ca-
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I'acterizados como g].ico-lipo-pr'oteÍnas com l a 14% de gl-iczPdi--

os e 6 a 12% de li.p1ldi-os. Glícosamina e manose são os pr'inca'

pais componentes glic3.di.cos detectados (DEIMAL e BR00KES,1972;

CHEN e co]abor'apor'es, ].978; KUNKEL e colabo].'adol'es9 1978 e

19 80 )

Nos ácar'os a análise de gl-icidios livr'es em

ovos , embr'ião e na hemolinfa do car'r'apito adulto Der'maeentol:'.gB

der'som, mosto'ou que a glicose é o gli.eÍdi.o mais abundante na

hemolinfa, enquanto que a manose é o pr'i.ncipal- gliczmdi.o livre

nos ovos (LEVENB00K e colabor'odor'es, 198Q). Estes gliczdios são

pr'ovavel-mente intereonversJlveis no car'r'aparo e em outras espe-

cies (DAGLEY e NICHOLSON, 1970).

Pela hidr'alise ácida total do pellet glicopr'o '

tei.eo obtido de oval'ios de car'sapatos injetados com gl-icose

radioativa, obteve-se 95% de hidr'alise.

Cronatografi.a descendente em papel dos gliczdi-

os neutr'os, r'eve-Lou a presença de glicose e manose (Figul'a

[O) . Para convir'mar a pr'esença de g].ieose, e]uzu-se este g]i.c.Í

dio do papel cr'omatogr'afino e submeteu-se a oxidação com glicg

se oxidase. O pl'oduto da oxi.dação foi aplicado em cr'omatogra e

fia descendente em papel) movendo como ácido glic8nico, coD

firmando a pr'esença de glicose na glicopr'oteÍna.

!.

Os glicÍdi.os cara'egados post.tivamente aplicados

em cl.'omatogl'afia de camada delgada, r'evelou a pr'esença de um .E

Rico g[icidio que se move como g]icosamina (Figura ]-2)

A eletr'oral'ese do pellet pr'otei-eo proveniente de

ovários de car'l'apitos injetados com manose ou glicose radi.oati.
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vas mostra a mesma dista'i.buição da radi-oatividade. Verifica-se

que o pellet proteico é cansei.tuz+do de vál'ias protez+nas glifos.{

].abas ( Figur'a 13 )

As glieopr'otei-nas podem apr'esentar o oligossaca-

rÍdeo ligado a pr'otex+na por' dois ti.pos de li.cação glicÍdio-pr'o-

teina: a ligação 0-glicoszdiea, via serena ou tr'eonina, que é

[ãbi.] em condições de hidr(3]i.se a].ca]i.na suave, e a ligação

N-glicosz+dica, vía aspas'afina, que é r'esistente nestas conde -

çoes .

As glicopr'oteÍnas isoladas do oval'io do cal'rapa'

to .E991philus !!1lSliSilÊ3.yg., injetados com manose r'adioati.va, mos -

trem-se resistentes as condições de hidl.'alise alcali.na suave,

por'em em coJldiçÕes de hi.drÓli.se alcalina for'te r'adutor'a, obteve.

se 95% de hidr'alise do pellet proteico, evidenciando que o oli-

gossacar'Ídeo esta ligado a proteína por uma ligação N-gli.cosÍd.i

ca

Na vitelina da Locusta miga'atou'ia se conhece que

o oligossacarÍdeo que contém manose esta ligado a um regi:duo

de aspas'afina da pr'oteina (YAMAZAKY, 197h)

A pr'esença de pz.'otezPnas N-glicosil-idas , mal'ca -

das a par't:ip dos gliczdi.os radioativos evidenci.a a utilização

de pr'ocessos de bi.ossz+ntese de glieopr'oteÍnas que utilizam in -

termediârios].i.pa+dicos(BEHRENS, 197U)

Neste t:l.'abalho compl.'ova-se a presença de compos-

tos lipídicos que estavam associados a compostos glicÍdicos, e

estes podem estar relacionados com pl.'ocessos de biossÍntese de

glicopr'oteÍnas, apesar' de que não encontramos i.ntermedi.ár'i.os do

- : ; í:: llj ii :::;:
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ti.po pol i.prenol-pirofosfato-oli.gossacar'z+deo. A pl'esença de gl.i

eoproteinas marcadas ) em di.ferentes fases do desenvolvimento

do car'r'aparo, tem sido amplamente divulgada (MAIA e colabor'adg

r'es, em pr'epal.'açao; KAMEL e eolabol-'odor'es, 1982)

0 oli.gossacarÍdeo r'esultante da hidr'alise alca-

lina redutor'a for'te do pellet glicopr'oteico, submete.do a cl'oma

tografia de gel ]-oração em P-4, foi eluÍdo na fr'ação r'elas.}

va ao volume de exclusão da coluna (Fi-gur'a .L4). Isto indica

que o oligossacar'Ídeo e constituído de vár'i.as moleculas de mo-

nossacar'Ídeos , apr'esentando peso molecular eJ-evado .

Cromatografia descendente em papel do hidrolisÊ

do, revela a pr'esença de dois ol-igossacar'z+deos que apr'esentam

em torno de quatorze moléculas de hexose (Figur'a 16)

TT'atamento enzimático do oligossacar'Ídeo marca-

do na manose em. presença de amiloglicosidase, mosto'ou que o o-

ligossacar'Ídeo foi. sensível a anão da enzi-ma. Observa-se na f.{

gul'a 16 que odor'r'e uma dimi.nuição no tamanho do oligossacar'Í -

deo. O oli.gossacar'Ídeo de peso molecular mais elevado soft'eu S

fetivamente a ação enzimática, r'eduzindo seu peso mol-ecus-ar' e

transformando-se num oli.gossacar'ideo de peso molecular some -

Ihante ao oligossacal.'Ídeo relativo ao segundo pico do c3-'omato-

gl.'ama do matei'ial não hidrolisado, o que par'ece confia'mar' que

a glicose está no oligossacar'ideo unido a pl-'oteina

0 oli.gossacal'Ídeo foi submetido a cl.'omatografia

de afi.nidade em concanavalina A sephar'ose, compr'ovando-se que

o oligossacax'ideo apresenta nas suas extremidades livr'es r'esÍ-

duos de gl-i.cose ou manose. Observa nda que a maior' par'te

dos oligossacar'Ídeos presentes na amostl'a for'am eluzdos com
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uma concentração 20Q mM de aL-- metal - glicosx«deo, evi.dencian-

do que nesta f].'ação esta maior' a quantidade de compostos com g

finidade pela concanavalina A sephal.'ose (Figur'a 15) . Os r'esul-

tados des-t:as análises revelam que apesar' da quanta.dado de gJ-i-

copl.'oteÍnas que epal.'icem na eletrofor'ese em gel de pol-iaerila-

mida - SDS, todas elas sâo do tipo N - aspas'afina e os oligos-

sacarÍdeos li.berados na hidrÓli.se alcalina forte redutora se

comportar'am de maneio'a homogénea

É'

Ê
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:

Dur'ante a vi.telogênese do cair'aparo bovino

Boophi].us miar'oplus, o ovári.o e os mocitos tem um cr'esci.mento

acelerado, acumulando glicx'duos, lipídios e pr'oteÍnas de r'eseg:

va par'a supr'ir' as necessidades metabólicas do embl'ião em desen

volvi.mento. A injeção de glicÍdios r'adi.oativos no investi.no da

fêmea, neste per'lodo, peras.te a obtenção destes compostos mar-

cados .

Este tl'abalho tem o objetivo de car'acteri.zar

compostos lipx+di.cos e pr'oteicos si.ntetisados no avara,o do car'-

z.'aparo bovino durante o pel.'lodo de vitelogênese

Foi injetado glicose ou manose l.'adioati.va dir'e

temente no intestino das teleógenas r'ecãm-cai.das do hospedeizu,

e vel'ificou-se um máximo de incorpol'ação, seis horas após a a-

plicação da dose de gJ-icÍdios radioati.vos. Este valor máximo

per'manece Constante após este intervalo de tempo. Neste per'z+o-

do de máxima incor'por'ação for'am extraz+dos do ovári.o, comliostos

de natur'eza lipidica e proteica

Ê'

L

Doi.s gr'upas de diferentes compostos lipofÍli. -

cos for'am separ'aços do oval.'ío, sendo um deles constituí.do de

J'

'

Ê'
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compostos pouco polares e o outl.'o de compostos mais polares

Os compostos lipofÍlicos pouco polar'es, extraí-

dos de oval.'io de car'l'aparos injetados com manose ou glicose r'a-

dioativas, submetidos a cr'omatografi.a de troca iónica em DELE -

celulose, evidenciam.'am a pr'esença de compostos ani8nicos e não-

ani8nicos. Os compostos ani8nicos for'am submetidos a hidr'alise

ácida suave, e o hidrolisado foi colocado em cr'omatogr'afia des-

cendente em papel, identificando-se um composto r'adioati-vo que

se desloca como manose. Os compostos não-aniâni-cos for'am subme-

tidos a hidl'8li.se alcali.na suave, e o hi.drolísado foi. colocado

em cr'omatogr'afia de camada delgada, identificando-se compostos

radioativos que se desl-oraram com o mesmo Rf de tl'i.glicerzdios

e ãci.dos gr'anos. Observa-se ainda que a amostra que foi marcada

com gli.cose apr'esenta uma distribuição de r'adioatividade dife-

r'ente antes e após a hidl'l;li.se. Antes da hidr'alise ha um pr'edo-

mínio de compostos que se deslocam com o mesmo Rf de t].'iglicerl

duos. Apos a hi-dr'olise há um p!.'edomÍnio de compostos que se deE

lotam com um Rf que coincide com o Rf de ácidos gr'fixos. A amos-

tra que foi mar'cada com manose pr'ati-comente não apr'esenta vari-

ação em sua di.atribuição de radioatividade antes e depor.s da
h i. dr (3 l i. s e

Ê'

Os compostos lipofÍlicos mai-s Rola!.'es provenie=

tes de oval'ios de cal.'r'apitos injetados com manose r'adi-oativa,

submete.dos a cr'omatogr'afi.a descendente em papel, apresentam 90%

de sua ].'adioati.vidade num composto que se desloca como manose

Este l.'esultado indica a pl'esença de gecor'mas, que são aglomera

dos de lipz+di.os e gl-icÍdios.

As pr'oteinas extraídas do oval.'i.o de car'l.'aparo

injetados com manose ou gli.cose r'adioativas, colocadas sob ele-
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trofol.'ese em gel de poliacrilami.da-SDS, se comportam de maneio'a

análoga. Observou-se a pr'esença de var'i.as pr'oteznas gl-ieosil-a -

das max'cartas com o glicxdio radioati.vo.

As glicopr'oteÍnas submete.das a hidr'(3]ise a]ca].i

na I'edutol'a mostrar'am que o gli.lídio está ligado a proteína, por'

uma ligação N-glicosÍdica (via aspas'afina)

A po!.'ção glicz+di.ca da glícopr'oteÍna é eonstitul+

da de UH oligossacar5-dio de peso molecular elevado, que apr'ese=

ta nas suas extremidades livr'es glicose ou manose, conforme

resultados obtidos por' er'omatografia de afi-nidade em concanava-

].ina A sephar'ose. Este oligossacar'ódio submete-do a hidr'alise ã-

ci.da total evidenciou a pr'esença de glicose, manose e glicosam.i

na
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