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I-INTRODUCADO

0 carrapato bovino Boophilus microplus e um aca-

ro que parasita preferencialmente os bovinos e secundariamente

outras espécies como os ovinos, eqliinos, caninos e até mesmo ©

proprio homem (GONZALES, 1975).

0 carrapato & um ectoparasita hematéfago, isto
é,_se alimenta do sangue do hospedeiro, causando desgastes ao
bovino, que muitas vezes sdo irrecuperaveis. O animal parasita
do sofre perda de peso, diminui seu crescimento, produz ﬁenos
leite, e fica suscetivel a outras doengas. Além disso, o carra
pato se fixa ao hospedeiro por meio de um Orgdo duro e Quiting
so, O hipostomio, que produz lesdes no local, trazendo danifi-

cagao ao tecido de revestimento (GONZALES, 1975).

0 carrapato Boophilus microplus tem duas fases no

seu ciclo de vida. A fase de vida livre, que se realiza no so-
lo, e a fase de vida parasitaria, que se realiza no corpo do a

nimal hospedeiro (GONZALES, 1975).

Entre a queda da teledgena no solo e o inicio da
postura, decorre um periodo denominado pre-postura. Apos este
periodo inicia-se o periodo de postura ou oviposicdo. Cada fe-

mea tem capacidade de por 3.000 a 4.000 ovos. Apbs a postura a
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femea morre (NUNEZ e colaboradores, 1982). o

Num periodo de 6 a 7 dias apos o final da postura,
os ovos eclodem produzindo uma pequena larva chamada neolarva,
que dentro de 4 a 6 dias ja tem condigoes de parasitar o hospe
deiro e por isso é chamada larva infestante. Esta larva, reti-
ra alimento do corpo do hospedeiro, aumenta de tamanho, rece -
bendo a denominagdo de metalarva, e libera do seu interior um
novo individuo, a ninfa. Esta sofre transformagoes semelhantes
a larva infestante e produz a metaninfa, que desenvolve no seu
interior um novo individuo sexuado, neandro (macho) ou nedgina
(femea). Os neandros se queratinizam, adquirindo mobilidade e

vao ao encontro das femeas (GONZALES, 1975).

As femeas fecundadas fixam-se na pele do animal
hospedeiro e iniciam o repasto sangliineo. Ingurgitam-se parci-
almente (partendgena) ou completamente (teledgena) de sangue e

caem ao solo por gravidade, para a postura dos ovos. Este ci -

clo se completa num intervalo minimo de 21 dias e maximo de 45

dias (NUNEZ e colaboradores, 1982).

E METALAmva

LARVA INFESTANTE ovo
ECLOSAO

0 CICLO DE VIDA DO CARRAPATO BOOPHILUS microplus




As fémeas recém caldas tem os ovarios pequenos e
os oOcitos imaturos. Sua maturagdao ocorre durante a pre-postu-
-ra, periodo que se caracteriza por um rapido aumento do ovario

(CHERRY, 1973).

Na oogenese dos acaros, a fase de rapido cresci -
mento do oocito, com sua completa maturagao, corresponde a vi=

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

Neste periodo o obcito tem um crescimento acelera

do, acumulando glicidios, lipidios e proteinas de reserva, cu-
ja fungao sera suprir as necessidades metabdlicas do embriioem

desenvolvimento (CHIPPENDALE, 1978).

Durante a vitelogéﬁese ocorrem modificagdes no nu
cleo e no citoplasma das células responsaveis pela sintese das
substancias de reserva. H3 um aumento na quantidade de DNA-nu-
clear, de ribossomas no reticulo endoplasmatico rugoso, e das
vesiculas de Golgi, demonstrando uma importante atividade bios
sintetica nesta etapa da oogénese (WYATT, 1980). Entre as molé
culas sintetizadas destacam-se as vitelogeninas que sao os pre
cursores das vitelinas, as quais constituirao a reserva protei

ca do ovo em desenvolvimento (PAN e colaboradores, 1969).

Em acaros foi verificado que as proteinas de re -
serva do ovo podem ter duas origens: uma endogena, sintetizada
pelo proprio o6cito em desenvolvimento e outra exogena, sinte-

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

As vitelogeninas de origem extra ovariana sao se-
cretadas na hemolinfa e posteriormente incorporadas de modo se

letivo pelo oocito (ROTH e PORTER, 1964; KUNKEL e PAN, 1976).




ApGs a incorporagdo, independente do processamento a que sao

submetidas, estas proteinas sao em geral denominadas de viteli

nas (GELLISSEN e colaboradores, 1976; KUNKEL e colaboradores,

11980).

As vitelogeninas e as vitelinas dos insetos foram
estudadas mais exaustivamente, sendo caracterizadas como gli-
co-lipo-proteinas com 1 a 14% de glicidios e 6 a 12% de lipidi
os. Glicosamina e manose sao os principais componentes glicidi
cos detectados (DEJMAL e BROOKES, 1972; CHEN e colaboradores,
1978; KUNKEL e colaboradores, 1978 e 1980). Na vitelina da

Locusta migratoria se conhece que o oligossacarideo que.contém

manose esta ligado a um residuo de asparagina (YAMAZAKY, 1974).
Na parte lipidica desta glico-lipo-proteina foram encontrados

fosfolipidios e diacil-glicerdis em maior quantidade (CHINO e

colaboradores, 19763 MUNDALL e LAW, 1979; CHINZEI e colaborado

reé, 1981).

Nos dcaros a andlise dos glicidios livres em ovos,

embriao e na hemolinfa do carrapato adulto Dermacentor anderso

ni, mostrou que a glicose & o glicidio mais abundante na hemo-
linfa, enquanto que a manose € o principal glicidio livre nos
ovos (LEVENBOOK e colaboradores, 1980). Estes glicidios sao
provavelmente interconversiveis no carrapato e em outras espé-
cies (DAGLEY e NICHOLSON, 1970). As variagSes na concentragao
de manose, glicose e inositol durante a embriogenese sugere a
sua interconversao ou a sua liberacdo de polissacarideos ou’

glicoproteinas (LEVENBOOK e colaboradores, 1980).

KAMEL e colaboradores (1983) examinaram as mudan-
¢as ocorridas na quantidade de glicogénio, glicidios neutros,li

pidios e fosfolipidios durante a embriogénese do Hyalomma dro-




medarii. Andlise cromatogréfica dos glicidios neutros revela a
presenga de glicose, manose, frutose, ribose, desoxiribose e
inositol. Glicose & o principal glicidio durante a embriogéne-
se. Observaram variacbes na quantidade dos glicidios neutros
sugerindo interconversdo entre eles e sua utilizagao para biog
sintese de glicogénio. 0Os niveis deste polissacarideo sdo mui-
to baixos nos ovos recém-postos, aumentando rapidamenté apos o

129 dia.

0 metabolismo dos‘lipidios também sofre modifica-
cdo durante a embriogeénese, pois verifica-se que os niveis de
lipidios e fosfolipidios si3o altos nos ovos recém postos. Os
lipidios tofais diminuem significativamente nos seis primeiros
dias de embriogenese, enquanto que os fosfolipidios permanecem
constantes neste periodo do desenvolvimento. Estes comegam a

decrescer a partir do 9¢ dia.

TATCHELL e SCHUNTNER (1972) estudaram as contri -

buigbes do catabolismo da glicose em diferentes estdgios do ci

clo de vida do carrapato do gado, Boophilus microplus. Verifi-

caram que no estagio de vida livre larval, o ciclo das pento-
ses contribui em 20% no catabolismo da glicose, e que no esta-
gio de pré-oviposigdo este nivel atinge mais de 50%, retornan-
do ao final do estagio de oviposicdo a 20%. Estas mudancas sao
atribuidas as necessidades de producao de energia e aos prbceg

sos de biossintese, dependentes do catabolismo da glicose.

Com o mesmo objetivo de elucidar a porgao lipidi-
ca das lipo-glico-proteinas presentes no carrapato, sdo utili-
zados uma série de procedimentos experimentais que serdo cita-

dos a seguir,




EAcidos graxos em lipidios totais e acidos graxos

livres presentes na hemolinfa das femeas do carrapato Hyalomma
dromedarii na fase ninfa engorgitada e em oviposigao, foram a-
nalisadas por cromatografia gas-liquido. A analise qualitativa
revelou a presenca de vinte acidos graxos de cadeia longa, com

cadeia carbonada entre oito e vinte e quatro carbonos. Acido

9
b

palmitico, estearico, oleico e linoleico constituem 80 a 90

dos acidos graxos totais (HAJJAR, 1972).

Na hemolinfa, viceras e em outros fluidos de Hya

lomma dromedarii e H.(H.) anatolicum excavatum, na fase ninfae

adulta, foi encontrado varias classes de lipidios, como fosfo-

lipidios, colesterol, triglicerideos, ésteres de esterdides, a

cidos graxos livres, junto com pequenas quantidades de mono e

diglicerideos (HAJJAR, 1972).

KAMAL e KAMEL (1977) determinaram variacoes na
quantidade de lipidios totais e fosfolipidios totais durante a

oogenese e embriogenese de Argas(Persicargas) arboreus e Derma

centor andersoni. Durante a pré-oviposicio diminui a quantida-

de de lipidios totais na hemolinfa do D. andersoni e aumenta na

familia do A.(P.) arboreus. Lipidios totais e fosfolipidios em

ovos, varia com a idade. Lipidios totais atingem a maior con =

centragao no sexto dia de embriogenese. Os fosfolipidios to-

tais varia de 33,19 a 79,05% dos lipidios totais, em ovos de D.
andersoni. A mais alta concentragao de fosfolipidios totais em

ovos de A.(P.) arboreus representa 69,4% dos lipidios totais.

Do mesmo modo que descrevemos a caracterizacao
dos componentes glicidicos e lipidicos das glico-lipo-protei -
nas presentes no carrapato, passaremos agora a caracterizar a

porgao proteica.




Cromatografia gds-1iquido de aminodcidos livres

em fluidos da féemea de‘Argas(PersiCargas) arboreus, mostrou que

icido glutamico predomina na hemolinfa (46,3%) e fenilalamina
no fluido coxal (60,5%). Acido glutamico e valina estdo em per-

centagem elevada no fluido viceral (BOCTOR, 1872).

Durante a embriogenese do carrapato Dermacentor

andersoni ocorre variacdes na concentracgao de diferentes amino-
dcidos. A concentracdo de aminodcidos totais diminui durante a
embriogénese. Nio hid variacdo na proteina total. Aumenta signi-

ficativamente a atividade da transaminase glutamico-piruvica

(TGP), enguanto que a atividade da transaminase glutamico-oxala

cética (TGO) permanece constante durante a embriogénese (BOC -

TOR e KAMEL, 1977).

A concentragao de alanina, um produto metabdlico
dafreagéo da TGO, diminui provavelmente devido a conversdo a a-
cido piruvico. A utilizacdo deste acido para a formacgdo de Ace-
til-CoA é indicado pela alta atividade da piruvato desidrogena-

se (BASSAL, 1973).

Eletroforese em gel de poliacrilamida numa amos-

tra de sangue total do carrapato'bovino Boophilus microplus evi
dencia a presenca de cinco bandas de proteinas carregadas nega-
tivamente. Estas bandas foram caracterizadas como glicoprotei -
nas, hemeproteinas, esterases, fosfatases e aminopeptidases
(TATCHELL, 1971). Durante a vitelogénese auﬁenta o nivel de pro
teina total e a quantidade relativa de duas bandas de hemepro -

teinas da hemolinfa (TATCHELL, 1971).

A descoberta de um lipidio intermedifrio no pro-

cesso de glicosilagdo de proteinas e polissacarideos em bactéri




as, estimulou estudos similares em celulas eucaribticas que
permitiram a elucidagao do mecanismo de sintese de algumas gli

coproteinas (PARODI e LELOIR, 1979).

Este lipidio intermedidrio é o imediato doador
da porcdo glicidica para a proteina nascente no reticulo endo-
plasmatico, nao somente em mamiferos (PARODI e colaboradores,
1972), mas também em levedura (PARODI, 1979ab), insetos (QUESA
DA-ALLUE e BELOCOPITOW, 1978; BUTTERS e HUGHES, 1980).6 plan -

tas (BRETT e LELOIR, 1977, PONT LEZICA e colaboradores,'l978).

Em funcdo do exposto observa-se que existem pou-
cas referencias a estudos realizados em acaros. Por isso acha-
mos importante realizar um trabalho de investigacao em ovarios

de carrapatos, a fim de caracterizar os compostos de natureza

lipofilica e glicoproteica.

Com o objetivo de separar e caracterizar Os coOm-
ponentes glicolipidicos e glicoproteicos constituintes do ova-

rio do carrapato bovino Boophilus microplus, procuramos obter

estes compostos marcados.

Esta marcagdo é feita introduzindo glicidios ra-
diocativos na estrutura destes compostos presentes no ovario du

rante seu desenvolvimento,

Os glicidies radiocativos sao inoculados direta -
mente na teledgena e apds um periodo de tempo, o ovario & reti
rado e os seus constituintes glicolipidicos e glicoproteicos

sao separados e caracterizados.

Para atingir estes objetivos wutilizamos




precursores [2-3§J manose e EL—?’I—E] glicose,




II-MATERIAL E METODOS

1 - MATERIAL

Glicose Oxidase (Sera-Pak)

Silica Gel G (Seg.Stahl-Merck)

DEAE - Celulose (Serva, type SS p.A)

DOWEX 50W X4(H+) 200-400 mesh (Baker Analyzed Rea-

gent)

DOWEX 1-X8 (C1 ) u40-50 mesh (Baker Analyzed Reagent)

Acrilamida, Temed, N,N' -metileno-bis-acrilamida, "A

mido-black" (Sigma Chemical Company)

D - [é—gH (ﬁﬂ manose : Atividade especifica:

342 mCi/mmol (New England Nuclear)

B o= [i—sH (ﬁﬂ glicose: Atividade especifica:

15 mCi/mmol (New England Nuclear)




So6dio - dodecilsulfato (Sigma Chemical Company)

Amiloglicosidase (amilo -® -1,6-ol~ 1,4- glicosida -

se): 14U/mg (Boehringer)

Aquasol -2 (New England Nuclear)

Sephadex G-15-120 (Sigma Chemical Company)
Concanavalina- A Sephadex (Pharmacia Fine Chem%cals)
P-4 (Bio-Rad Laboratory)

POPOP, PPO (New England Nuclear)

Todos os demais reagentes e solventes foram de pu

reza "pro-analise" (p.A).




2 - METODOS

2.1 - Curva de Incorporacao de glicidios radioativos por

ovario total

Injetou-se com o auxilio de uma micro-seringa Hamil-
ton 10 ul de [}—3é] manose contendo 10 uCi do glicidio radioa-
tivo diretamente no intestino de teledgenas recém-caidas do
hospedeiro e a seguir, em diferentes intervalos de tempo, reti
rou-se o0s ovarios e homogeneizou-se em acido triclorocacético a

10% (GARCIA e colaboradores, 1974).

2.2 - Obtencd@o de glicolipidios e glicoproteinas

Injetou-se conforme descrito no paragrafo anterior

10 ul de [§_3£] manose ou [i-gé] glicose contendo 15 u Ci do

giieldie radiocativo. Retirou-se os ovarios no intervalo de tem
pe de maxima incorporagio e homogeneizou-se em clorofdrmio-me-
tanel (2:1) ou em tampdo TRIS-HCL 0,1M pH 8.1. Apds o material
foi submetido a particio de Folch. Seguiu-se o esquema repre-

sentado na figura (1).




CARRAPATO

INJETAR MAwOSE OU GLICOSE
v »
EXTRAIR OVARIO
PARTICAO DE FOLCH—Y HOMOGENEIZAR COM C-M-Hp0 (3:2:1)

CENTRIFUGAR

J ¥
FACE SUPERIOR l FACE INFERIOR

v INTERFACE
DESPREZAR (PROTEICA) LAVAR COM
C-M-H90 (3:48:47)
'{ rd
R COM AGUA

CENTRIFUGAR

v

CENTRIFUGAR
: Y
FACE INFERIOR

PRECIPITADO

| MEDIR
l | RADIOAT1VIDADE
3 EXTRACOES COM B
c-M-Hpo (1:1:0,3) SEPARACAC DE
l LIPIDIOS POU-

CO POLARES

CETTRIFUGAR

[ .
PRECIPITADO

SEPARAGAD | - (PROIEICO)

DE LIP{DIOS ::i::>SOBRENADANTE v
DISSOLVER EM

POLARES i ' :
MEDIR RADIOATIVIDADE ACIDO fORMICO

N
MEDIR RADIOATIVIDADE

FIG, 1 = PROCESSO DE EXTRAGAO DE INTERMEDIARIOS ENVOLVIDOS
NA BIOSSINTESE DE GLICOPROTEINAS.,

C: CLOROFORMIO M:METANOL




2.3 - Cromatografias

2.3.1 - Cromatografia'descendente em papel.

Foram feitas em papel Whatmann n? 1 nos se=

guintes eluentes:

Solvente A:m-~butanol:piridina:agua (6:4:3)

Solvente B:m -butanol:piridina:agua (4:3:4)

Solvente C: M -butanol: etanol:agua (10:1:2)

2.3.2 = Cromatografia em camada delgada.

Utilizou-se placas de aluminio, com silica
gel G (tipo 60), 0,20mm de espessura, sem indicador de fluores
cencia, com os seguintes sistemas de solvente:

Solvente D: hexano:eter etilico:dcido aceti

co (80:20:1)

Solvente E: butanol: agua (90:10)

Solvente F: acetato de etila: piridina:amo-

nia: agua (10:5:3:3)-Utilizou -

se a fase superior.

2.4 = Coluna Cromatografica de DEAE - celulose.

Preparacao de DEAE - celulose - acetato:

Lavava~se a resina de DEAE - celulose varias vezes
e6fi dgua destilada, a fim de pretirap impurezas e particulas pe
duenas. Tratava-se com HCl 1IN, e decantava-se por uma hora.Pas
sado este tempo lavava-se com agua destilada até que o papel
indicador determinasse pH neutro, e reagao negativa para clore

tos, com nitrato de prata. Tratava-se a resina com NaOH 1N, du




rante uma hora. Lavava-se com égua destilada ate pH neutro. Re
tirava-se a agua com alcool etilico e depois acetona e levava-
se para um dessecador a vacuo por 24 horas. Ressuspendia-se
em acido aceético glacial, para a obtencio da forma acetato, e
finalmente lavava-se com metanol 99% (DANKERT e colaboradores,

Tar e
LITU/ »

A coluna DEAE - celulose - acetato foi preparada

em coluna de vidro de 22x1l.5cm. As amostras aplicadas na colu-
na de DEAE - celulose - acetato em metanol 99%, foram eluidas

utilizando-se os seguintes sistemas de solventes:

Sistema I: a amostra era eluida com 50 ml de

clorofdérmio-metanol (7:3), 50 ml de
metanol 99% e 100 ml de acetato de a
monio em metanol 99%, em concentra -

goes de 0.02 M e 0.2M.

Sistema ITI: a amostra era eluida com 75 ml de

clorofdormio-metanol (2:1) e 120ml do
gradiente continuo entre 0 e  0.4M
de acetato de amonio em cloroformio-

metanol (2:1).

Sistema III: a amostra era eluida com 25 ml de

cloroformio-metanol (2:1), 25 ml de
cloroformio-metanol-agua (1:1:0.3) e
40 ml de formiato de amonio em cloro
férmio-metanol-dagua (1:1:0.3), nas
concentracgoes de 5 mM, 10 mM e

100 mM.




2.5 - Cromatografia de gel-filtracao em coluna de P-4

A coluna P-4 foi preparada em coluna de vidro de
100 x 1.5 cm. As amostras aplicadas na coluna foram eluidas u-

tilizando tampdo acetato de sédio 0.1M pH 6.

A coluna foi previamente calibrada com "Blue dex

tran" e CoCl, para indicar o volume de exclusao e inclusao,

respectivamente.

2.6 - Cromatografia de Afinidade em Concanavalina A

Sepharose

A coluna de concanavalina A Sepharose foi preparada
em coluna de vidro 10 x 1 cm. As amostras aplicadas na coluna
fofam elufdas.inicialmente com tampao acetato de sdodio 0.1 M
pH 6,0, contendo NaCl 1.0M, MgC12 0.001M, Ca012 0.001M, e
apos com ot-metil-glicosidio em tampio acetato de sédic 0,1M,
nas concentracoes 5, 20, 200 mM (GOLDSTEIN e colaboradores,

1965).

2.7 = Eletroforese em gel de poliacrilamida - SDS

A amostra aplicada foi dissolvida em tampao tris
HC1 1M pH 8.8 contendo sbédio-dodecilsulfato (SDS) 0.1%. Na
cuba de eletroforese colocou-se tampdo tris HC1l 0.25M - glici-
na 1.92M contendo SDS 0.1%. Os géis foram preparados com:
18,75 ml de tampdo tris HC1 1M pH 8.8, 13.35 ml de acrilamida

30% com bisacrilamida 0.8%, 1,5 ml de perssulfato de  amdnio




15 mg/

1.0 ml de TMED 5%, 0.5 ml de SDS 10g%, 14,90 ml. de

ml?

dgua (HEDRICK e SMITH, 1968).

Cada amostra foi submetida a 1 mA e 1.5 V durante
o tempo de penetracao no gel. ApSs a amperagem passou para 4mA

e a voltagem para 6V por amostra.

As proteinas submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida - SDS foram coradas utilizando-se o corante ami

do black 0.5g%.

2.8 - Hidrolises Acidas

2.8.1 - Hidrolise Acida Total do pellet proteico.

0 pellet proteico foi submetido a hidrolise
em presenca de acido trifluor-acético 2N em ampola fechada
com atmosfera inerte, a 120 °C  durante 1 hora (GOLD e HAHN,

1976) .

0 material hidrolisado passava-se em DOWEX
50W-X4 (H+) 200-400 mesh e DOWEX - 1 x 8 (H-COO ) 40 a 50 mesh.
0 material eluido das colunas era constituido de compostos neu

tros.

Os compostos que ligaram na coluna contendo
DOWEX 50W = X4 (H+) 200-400 mesh eram eluidos com Acido clori-
driee 2N, sendo constituidos de compostos carregados  (SPIRO,

1968),

Os compostos neutros eram analisados




cromatografia descendente em papel, nos sistemas de solvente

A e C, respectivamente.

Os compostos carregados eram analisados em

cromatografia de camada delgada nos sistema de solvente F.

2.8.2 - Hidrdlise acida suave dos compostos lipidi-

COSs -

Os compostos carregados soluveis em cloro -
formio-metanol (2:1) foram submetidos a hidrSlise na presenca
de acido cloridrico 0.1N em propanol 50%, a 50 °C  durante 30

minutos (SPEAKE e WHITE, 1978).

0 material hidrolisado era evaporado e res-
suspendido em cloroformio-metanol-agua (3:2:1). Apds centrifu-
gacao, separava-se a fracao superior e lavava-se a fragao infe
rior com clorofdrmio-metanol-agua (3:48:47) e novamente centri
fugava-se. Separava-se a fragao inferior, e a fragcao superior
era adicionada & fracao superior anterior. Lavava-se esta fra-
cao com cloroférmio-metanol-dgua (86:14:1) e centrifugava-se.
Separava-se a fragao inferior e adicionava-se a fracgdo inferi-

or anterior.

A fracao superior, fragdo aquosa, era apli-
eada em cromatografia descendente em papel,-no sistema de sol=~

vente A,




9.9 - Hidrdlises alcalinas

» 9.1 - Hidrdlise alcalina dos compostos lipidicos.

0s compostos neutros soluveis em clorofor-
nio-metanol (2:1) foram submetidos a hidrdolise na presenga de
hidréxido de sodio 0.5M em etanol 90%, a 25°C durante 15 minu-

tos (WHITE e WAECHTER, 1975) -

0 material hidrolisado era resfriado e neu
tralizado com Scido acético glacial. O material era evaporado
e ressuspendido em clopofoérmio-metanol (1:1), para ser aplica-
do em cromatografia de camada delgada em gilica gel, nos siste

mas de solvente D e E, respectivamente.

».9.2 - Hidrdlise alcalina redutora do pellet pro-=

teico.

2,9.2.1 - Suave

0 pellet proteico foi submetido
a hidrolise em presenga de hidroxido de sSdio 0.1 N e borohi - .
dreto de sodio 0.1 M, a 45°C durante 24 horas (GOLD e HAHN,

1978).

0 material hidrolisado era res -
fpiado e neutralizado com cido acético glacial. Acrescentava-
se dcido tricloro-acético 4té se obter concentragao final —en=
tre 5 e 10%. ApOs centrifugagao o precipitado era dissolvido

em Aecido férmico e contado no liquido de cintilacdo. O sobrena
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dante era lavado tres vezes com étep sulflirico saturado com a-

gua. Apos evaporagao era contado no 1iquido de cintilagao.

2.9,2,2 - Forte

0 pellet proteico foi submetido

2 hidrblise em presenca de hidréxido de sodio 2 N e borohidre-

to de sédio 1 M em ampola fechada com atmosfera inerte, a 10f¢

durante 6 horas (GOLD e HAHN, 1976).

0 matérial hidrolisado era res-
friado e neutralizado com acido acético glacial. Acrescentava-
se Acido tricloro-acético até se obter concentragao final en-
tre 5 e 10%. ApOs centrifugacao o precipitado era dissolvido
em dcido férmico e contado no liquido de cintilacdo. O sobrena
dante era lavado trés vezes com Ster sulflirido saturado com

Sgua. Apds evaporagdo era contado no liquido de cintilagao.

2.10 - Tratamento com Glicose oxidase.

ApGs a hidrdlise total do pellet proteico uma fra
cdo contendo glicose radioativa foi tratada com a enzima Glico
se oxidase. A oxidagao foi realizada em banho-maria a 37°C du-
rante uma hora. O material hidrolisado foi submetido a cromato

grafia descendente em papel, no solvente A.




2.11 - Tratamento com Amiloglicosidase

Pellets proteicos provenientes de ovarios de car-
rapatos injetados com manose radioativa, foram submetidos a hi
drolise alcalina forte, e apds foram aplicados em cromatogra -

fia de gel filtracao em P-Uk.

0 material eluido da coluna foi dividido em duas
aliquotas, e uma delas foi submetida a tratamento com amilogli

cosidase.

A amostra foi dissolvida em tampdo acetato de so6-
dio 0.2 M pH 4.8. Utilizou-se 0.7 U de amiloglicosidase (14U/

mg ou 1,25 U/ml) e incubou-se a 37°C durante uma hora. A enzi-

ma foi inativada em banho-maria fervente a 100°C por 2 minutos.

ApSs o tratamento enzimidtico o material foi subme

tido a cromatografia descendente em papel, no Solvente B.

2.12 - Determinacao de Proteinas

A concentracao de proteinas foi determinada pelo
método de Lowry e colaboradores (1951), usando soro albumina

bovina como padrao.

2.13 - Determinacao da Radioatividade

As determinagoes quantitativas da radiocatividade

foram medidas no aparelho Beckman LS - 100 - Liquid Scintilla-




tion System.

As cromatografias em papel foram cortadas em seg -
mentos de 2 cm de comprimento, e contadas no liquido de cinti-

lacao.

As cromatografias de camada delgada foram cortadas

de cm/cm e apos contadas no liquido de cintilacgao.

Aliquotas das fragoes eluidas das colunas de DEAE-
celulose, P-4 e Concanavalina A Sepharose foram evaporadas e

contadas no liquido de cintilacao.

Os géis de poliacrilamida foram cortados em segmen
tos de 0.5 cm de comprimento e colocados em vial com 0.5 ml de
peroxido de hidrogenio a 30%. Em seguida eram submetidos a uma
temperatura de 550C em banho-maria, por 12 horas. Apos a dis -
solugao os géis eram contados no liquido de cintilacao (HOLLIN

GER e colaboradores, 1972).

As amostras que foram evaporadas eram contadas no
s 3 3 . ~ . . ~
liquido de cintilagao que apresenta a seguinte composigao: PO-

POP - 50 mg; PPO -U4g; tolueno - 1 litro. As amostras confidas

em solugdo aquosa eram contadas no liquido de cintilacao Agua-

sol~2.

2.14 = Revelacdo dos glicidios

Os padroes de glicidios e polialcoois usados nas

cromatografias em papel foram revelados com o reagente nitrato




de prata (TREVELYAN e colaboradores, 1950)

O processo

de revelacao consiste nas seguintes e

Imersao do papel em nitrato de prata
saturada 1:200 em acetona, seguido de

secagem a temperatura ambiente.

Imersdo do papel em solugdo metandli-

ca de NaOH 0.5 M.

Imersdo do papel em tiossulfato de s

dio a 2,5%.

Lavagem do papel em agua destilada,se

guida de secagem.

2.15 = Revelacao de lipidios

Sistema I;

Sistema ITI:

a placa foi colocada numa cuba de vi

dro saturada com iodo sublimado.

a placa foi burrifada com uma solu -
¢cdo contendo dicromato de potassio em
dcido sulflirico a 40%. Apds a placa

era colocada numa estufa a lSOOC.
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1. INCORPORACAO DE [2-°Hl MANOSE A0 OVARIO DO CARRAPATO EM

FUNCAO DO TEMPO APOS A INJECAO.

ApGs a injecgao de manose radioativa no intesti-
no do carrapato, os ovarios foram retirados em diferentes in-
tervalos de tempo, e mediu-se a incorporacao de manose rédioa—
tiva no precipitado obtido pela adigdo de dcido tricloro-acéti

co. Este precipitado contém compostos lipidicos e proteicos.

A curva de tempo mostra que o tempo de maxima
incorporagao de manose radioativa ocorre seis horas apos a
injegao. Nos tempos seguintes a incorporagdo se mantém constan

te (FIGURA 2).
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FIG. 2 - As FEMEAS CAIDAS DO BOI DURANTE A NOITE FORAM RECQ
LHIDAS PELA MANHA E INJETADAS coM 10 (1 DE [2—3&]
=MANOSE: NOS TEMPOS INDICADOS APGS A INJEGAO FORAM
EXTRATDOS 0s OVARIOS E HOMOGENEIZADOS coM TCA 5%,

NOMERO DE EXPERIMENTOS EM CADA PONTO:03
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2. INCORPORACAO DE [é—%é] MANOSE E [i— H GLICOSE

A GLICOLIPIDIOS E GLICOPROTEINAS.

Levando em conta os resultados expressos na fi-

gura (2), injetamos l}—gél manose ou [;—3H glicose em teleégg

nas recém-caidas do hospedeiro e apos oito horas separamos oOs
compostos lipofilicos e glicoproteicos, conforme técnica des -
crita em material e métodos. Observa-se a incorporacao de o-
ses radioativas aos compostos lipossoluveis e glicoproteicos ,

como se pode observar na tabela I.

Verifica~-se maior incorporagao de manose radioa
tiva a compbstos sollveis em clorofdérmio - metanol -  agua
(1:1:0.3) e ao pellet proteico. HS maior incorporacao de glico
se radiocativa aos compostos sollveis em clorofdormio - metanol

(2:1) e pellet proteico.




INCORPORACAb DE  HEXOSES  EF  DIFERENTES
FRACOES DO OVARIO DO  CARRAPATO

FRACAQ

RADIOATIVIDADE
TOTAL/OVARIOWPH

[1-4] 6LICOSE {2—33] MAHOSE

C - H (@2:1)

3911

C =M - Hy0

(10:10:3) 643

PELLET

6176

TABELA T -~

AS FEMEAS FORAM RECOLHIDAS DUAS HORAS APOS A
QUEDA E INJETADAS coM 10 uCr1 pe [Q—BH]_— MA-
NoSE ou 10 uCr DE [i~3H] GLICOSE, OITO HORAS
APOS A INJECAO FORAM EXTRAIDOS OS OVARIOS E
PROCESSADOS COMO INDICADO EM MATERIAL E METQ

DOS, MEDIU-SE A RADIOATIVIDADE EM TODAS  AS
FRACOES OBTIDAS,




3. ANALISE DOS COMPOSTOS LIPOFTLICOS.

Para realizar este estudo injetamos glicidios
radiocativos num grupo de quarenta teledgenas recém-caidas do

hospedeiro. Dividimos os animais em dois grupos contendo vinte

telebgenas cada um. Um grupo recebeu 10 uCi de [}-ng ma

nose e o outro mesma quantidade de [i»sa glicose, conforme

foi descrito em material e métodos.

Os ovarios foram retirados das teledgenas e sub
metidos a partigdo de Folch. Separou-se as fracgdes contendo os

compostos lipossolﬁveis e o pellet proteico.

3.1 - ANALISE DOS COMPOSTOS LIPOFTLICOS SOLUVEIS EM CLORO -

FORMIO-METANOL (2:1)

Os experimentos realizados tem o objetivo de ca

racterizar os compostos lipossoliveis presentes nesta fracao.




O material sollvel em clorofdrmio = metanol
- s . . 3
(2:1) extraido dos ovarios de carrapatos injetados com [2— H]
A . .
manose ou |1- @] glicose, fol aplicado em cromatografia descen
te em papel, no solvente B. Observa-se na figura (3 e &)
que os compostos radiocativos se deslocam num s6 pico préximo
da frente de corrida evidenciando que este composto move-se co
mo uma substancia lipofilica. Isto se verifica para os compos-

tos marcados com manose radioativa ou glicose radioativa.

-
E3

3.1.2 - Coluna de DEAE - celulose, acetato em meta -

nol 99%

Esta coluna foi utilizada com a finalidade de
- determinar a natureza dos compostos lipofilicos. Pretende-se
indicar se estes compostos sao carregados negativamente, ou se

ja, se apresentam natureza aniodnica.

A natureza anionica pode indicar a presenga
de poliprendcis-fosfato ou poliprendis-pirofosfato, que estio

envolvidos nos processos de biossintese de glicoprotefnas. Es-

tes compostos formam intermedidrios do tipo poliprenol- fosfa-

to - agucar ou poliprenol - pirofosfato - aglcar.

Amostras provenientes de ovarios de carrapa-

.. 3 . . .
tos injetados com [;- H| glicose foram aplicadas simultanea -
mente em duas colurnas de vidro contendo a resina DEA ~-celulose

e eluidas nos sistemas de solvente I e II. Verifica-se que a




RADIOATIVIDADE (cpm x 10°)

DISTANCIA DA ORIGEM (cm)

FIG, 3 -~ CROMATOGRAFIA DESCENDENTE EM PAPEL DOS COMPOSTOS

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

TRAIDOS DE OVARIOS DE CARRAPATOS INJETADOS  COM
[i-BH] GLICOSE.

ELUENTE: n-BUTANOL - PIRIDINA - AGUA (4:3:1f)
F: FRENTE DE CORRIDA
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FIG. 4 - CROMATOGRAFIA DESCENDENTE EM PAPEL DOS COMPOSTOS
L1POSSOLUVEIS EM CLOROFGRMIO-METANOL (2:1), Ex-
TRAIDOS DE OVARIOS DE CARRAPATOS INJETADOS COM

EQ—SH] MANOSE ,

ELUENTE: n-BUTANOL - PIRIDINA - AGUA (4:3:4)
F: FRENTE DE CORRIDA




amostra & eluida, quase na sua totalidade, em clorofSrmio-meta
nol (7:3) ou (2:1) respectivamente, evidenciando a presenga de
k3

um composto cuja estrutura ndo apresenta radicais anidnicos(FL

GURA 5).

Este composto recromatografado no sistema de
solvente III, se comportou novamente como um composto de carac

teristica nao-anionica.

Os compostos anidonicos que foram eluidos com
acetato de ambnio 0.2M sofreram hidrSlise dcida suave confor-
me descrito em material e métodos. Obteve-se 70% de hidrdlise.
O material hidrolisado foi submetido diretamente a cromatogra-
fia descendente em papel no solventé A, sem a prévia sepéragéo
de compostos lipidicos, identificando-se, entre outros compos-

tos, um composto que se desloca como manose (FIGURA 6).

A amostra proveniente de ovarios de carrapa-
- 3 . . .
tos injetados com [é— i) manose foi aplicada numa coluna de vi

dro contendo a resina DEAE - celulose e eluida no sistema de

solvente II. Verificou-se que uma fracdo da amostra foi eluida

em clorofdrmio - metanol (2:1), comportando-se como um compos -
to de caracteristicas ndo anidnicas. A outra fracido foi eluida
em acetato de amdnio 0,4M, comportando-se como um composto

anionico (FIGURA 7).

Este composto ndo-idnico recromatografado no

sisteia de solvente III, se comportou novamente da mesma manei
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CROMATOGRAFIA  EM  DFAE - CELULOSE DO
LIPIDIO-GLICOSE SOLUVEL EM CLOROFORMIO - METANOL (2:1)
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FIG, 5 - A COLUNA EOI ELUIDA COM CLOROFORMIO-METANOL (7:3),
METANOL 997 E SOLUCOES DE ACETATO DE AMONIO 0,02M
E 0.2M Em METANOL 997,
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CROMATOGRAFIA DESCENDENTE EM PAPEL DOS COMPOSTOS
ANIONICOS SOLUVEIS EM CLOROFORMIO - METANOL (2:1)
OBTIDOS DA HIDROLISE ACIDA SUAVE, PROVENIENTE DE
OVARIOS DE CARRAPATOS INJETADOS COM [l—BH]eLxco—
SE.

ELUENTE! n-BUTANOL - PIRIDINA - AGua (6:4:3)

GLI - GLICOSE MAN - MANOSE




Analise dos compostos de caracteristica

anionica

Os compostos carregados negativamente, mar-
caram com [}—3él manose, que foram eluidos com acetato de amo-
nio, apos estarem livres de acetato de amonio, foram submeti -
dos a hidrdlise acida suave com HCl1 0.1M em propanol 50% a
50°¢C por 30 minutos, conforme foi descrito em material e meto

dos. Obteve-se 30% de hidrolise.
A fracao hidrolisada, solivel em agua  foi

aplicada em cromatografia descendente em papel, no solvente A.

Identificou~se um composto que se desloca como manose.

Anflise dos compostos de caracteristica nao

anionica

Os compostos lipofilicos que ndo ligaram na

coluna, marcados com [é—3é] manose ou'[i-3ﬁ] glicose foram sub

metidos a hidrolise aicalina suave com NaOH 0.5M em etanol
90% a 25°C por 15 minutos de acordo com material e métodos.

Nestas condigoes ocorre a hidrdlise de trigliceridios.

0 material hidrolisado, solivel em clorofdr
mio = metanol (1:1), foi aplicado em cromatografia de camada
delgada, no sistema de solvente D e E conforme material e méto

dos.




CROMATOGRAFIA EM DEAE - CELULOSE DO
LIPIDIO-MANOSE SOLUVEL EM CLOROFORMIO-METANOL (2:1)
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FIG, 7 ~ A COLUNA FOI ELUIDA COM CLOROFORMIO-METANOL (2:1),
E COM UM GRADIENTE LINEAR DE ACETATO DE AMONIO EN-
TRE 0 E 0,4Y NO MESMO SOLVENTE.




Na figura (8) observa-se que as amostras lipo-
filicas sio constituidas de componentes que se deslocam neste
sistema cromatografico com o mesmo Rf dos padrdes  utilizados:
trigliceridios e acidos graxos. Observa-se ainda que a amostra
que foi marcada com [1—3é] glicose apresenta uma constituicgao
diferente antes e depois da hidrdlise. A amostra nao-hidrolisa-
da apresenta, entre outros constituintes um predominio de com-

postos que se deslocam com o mesmo Rf de trigliceridios. ApOs

a hidrolise os compostos formados se deslocam com um Rf que

coincide com os Rf de acidos graxos. Nao se constatou a presen-

. o5 "1
ca de glicerol radioativo. A amostra que foi marcada com|2-"H_]
manose praticamente nao apresenta maiores variagoes na sua cons

tituicdo, antes e depois da hidrdlise. Os picos de radioativida

de nao coincidem com os padroes empregados .
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FIG., 8 -~ CROMATOGRAFIA EM TLC DOS GLICOLIPIDIOS SOLUVEIS EM
CLOROFGRMIO-METANOL (2:1), QUE NAO LIGARAM NA COLU
NA DE DEAE-CELULOSE, ESTES FORAM HIDROLISADOS COM
NaOH 0,5 M em eTanoL 90% A 259C por 15 minuTos. o
HIDROLISADO FOI EVAPORADO E RESSUSPENDIDO EM CLORQ

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

GR;&FICA. UTILIZOU-SE COMO SOLVENTE DE CORRIDA HEXA

NO-ETER ETILICO - ACIDO ACETICO (80:20:1).




4. ANALISE DOS COMPOSTOS LIPOFILICOS SOLUVEIS EM CLOROFORMIO =

METANOL - AGUA (1:1:0.3)

Os compostos sollveis nesta fracao, marcados

com [?-3é] manose, foram submetidos a cromatografia descenden-

te em papel no Solventé B. Identificou-se a presenga de
dois compostos. Aproximadamente 90% da radiocatividade aparece
no composto manose (FIGURA 9). Este resultado indica a presen-
ca de gecorinas, que sao compostos caracterizados como aglomera

dos de lipidios e glicidios (DANKERT, comunicagdo pessoal).

5. ANALISE DO PELLET PROTEICO

5.1 - HidrOlise acida total

Com a finalidade de se conhecer quais os glici
diss qué fazem parte da estrutura da glicoproteina realizou-
sé hidrélise &cida total com dcido trifluor-acético nas condi-

gOes descritas em material e métodos.
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FIG., 9 - CROMATOGRAFIA DESCENDENTE EM PAPEL DOS GLICOLIPI -
DIOS SOLUVEIS EM CLOROFGRMIO-METANOL-AGcUA (1:1:0.3),

EXTRAIDOS DE OVARIOS DE CARRAPATOS INJETADOS  COM
[2—361 MANOSE

ELUENTE: n-BUTANOL - PIRIDINA - AGuA (4:3:4)
MA - MANOSE 62 - DISSACARIDEOQ




Neste experimento utilizou-se os pellets protei-

cos contendo glicoproteinas marcadas com [§—3§] glicose e ob-

teve-se 95% de hidrolise.

Utilizando-se colunas de troca ionica separou-se

no hidrolisado os glicidios neutros e carregados.

Os glicidios neutros submetidos a cromatografia
descendente em papel, no solvente A e C, revelou a presencga de

glicose e manose (FIGURA 10).

Os glicfdios neutros foram eluidos separadamente
do papel. A fraggo contendo glicose foi submetida a oxidacgao
com glicose oxidaée, nas condigdes descritas em material e me-
todos. O produto da oxidacao foi submetido a cromatografia des

cendente em papel, no solvente A,

Na figura (11l) observa-se a transformacao da gli
cose a acido gliconico, confirmando a presencga de glicose na

amostra.

Os glicidios carregados foram submetidos a croma
tografia em camada delgada, no solvente F, e o resultado reve-

lod a presenga de glicosamina (FIGURA 12).
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FIG. 10 - CROMATOGRAFIA DESCENDENTE EM PAPEL DOS GLICIDIOS

NEUTROS RESULTANTES DA HIDRO/LISE ACIDA TOTAL. DO
PELLET PROTEICO, PROVENIENTE DE OVARIOS DE CARRA
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ELUENTE: Dn-BUTANOL - ETANOL - Agua (10:1:2)
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TES; N-BUTANOL - PIRIDINA - AGUA (6:4:3),
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5.2 = Eletroforese em gel de poliacrilamida ~ SDS

Apos a extragao dos compostos solliveis em cloro-
formio - metanol(2:1) e clorofdrmio - metanol - dgua (1:1:0.3),
obteve-se uma fragao insoluvel que contém glicoproteinas mar-
cadas na fragado glicidica com [?-3é] manose ou [ﬁ—gil glico-

se-.

Na figura (13) mostra-se os resultados da eletro
forese do pellet glicoproteico obtido de ovarios de carrapatos
injetados com manose radioativa. O pellet proteico foi dissol~

vido em sodio-dodecilsulfato (SDS).

Como se pode observar aparecem varias glicopro -

telnas marcadas com o glicidio radioativo.

A eletroforese das glicoproteinas obtidas de ova
rios de carrapatos injetados com glicose radiocativo levou a re
sultado semelhante ao obtido com a injecdo de manose radioati-

va.
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DISTRIBUIGAO DA RADIOATIVIDADE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

EM PRESENCA DE DODECIL SULFATO DE SODIO DA PROTEINA DO
OVARIO, MARCADA COM [2 3;] MANOSE . |
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FIG, 13 - A FRAGCAO PROTEICA DO OVARIO DO CARRAPATO INJETADO
COM [2~36] - MANOSE FOI SOLUBILIZADA EM SDS E ANA
LISADA EM GEIS DE ACRILAMIDA 8% CONTENDO SDS. 0s
GEIS FORAM CORTADOS EM SEGMENTOS DE 0,5 CM E DE -
TERMINADA ‘A RADIOATIVIDADE EM CADA FRACAO, 0S
GEIS FORAM CORADOS COM AMIDO BLACK 0.5 6%.



5.3 = Hidr8lises alcalinas rvedutoras

Os glicidios podem ligar-se a proteina na es -
trutura de uma glicoproteina, por meio de ligacgles N-glicosidi
cas ou O-glicosidicas, através dos respectivos aminoacidos: as

paragina e serina ou treonina.

O tipo de ligagdo O-glicosidica (via serina ou
treonina) & 1abil em condicdes alcalinas suaves entretanto a
ligagao N-glicosidica (via asparagina) € resistente nestas con

digoes.

Para elucidar os tipos de ligagOes que ocorrem
nas glicoproteinas marcadas, presente no pellet proteico, reali~-

zou-se hidrolise alcalina suave redutora (0.1N NaOH e 0.1M

NaBH, - 24 horas a temperatura ambiente), segundo a técnica des

crita em material e métodos.

Nestas condigdes ndo se obteve hidrdlise das
glicoproteinas provenientes dos ovarios de carrapatos injeta -

dos com manose radioativa ou glicose radicativa.

Este resultado sugere que a ligacao glicfdio' -

proteina seja do tipo N-glicosidica.

A partir do resultado anterior, fez-se hidrdli-
se alcalina forte redutora (2N NaOH, 1M NaBHu - 6 horas a tem-
peratura de lOOOC), segundo a técnica descrita em material e

métodos. Obteve-se 95% de hidrSlise.
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0 material hidrolisado foil submetido a cromato
grafia de gel-filtragcao em P-4 conforme descrito em material e

métodos.

Observa-se na figura (14) que o oligossacari -
deo resultante da hidrSlise move-se como um composto de peso

molecular elevado.

Uma aliquota do material proveniente da croma-
tografia de gel-filtracao em P-4, foi submetido a cromatogra-
fia de afinidade em concanavalina A sepharose, conforme descri

to.em material e métodos.

Verifica-se que o ﬁaterial é constituido de o-
ligossacarideos que apresentam nas suas extremidades livres mo
léculas de glicose ou manose. Observa-se ainda que a maior par
te do material foi eluido na concentracdo de 200 mM do ol - me
til - glicosidio, evidenciando que nesta fragao hd um .maior
nimero de compostos com afinidade pela concanavalina A sepharo

se (FIGURA 15).

Uma alfquota do material proveniente da croma-

tografia de gel-filtragdo em P-4 sofreu tratamento com amilo -

glicosidade, e ap6s foi submetido & cromatografia descendente

em papel no sistema de solvente B, conforme descrito em mate -

rial e métodos.
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FIG., 14 - CROMATOGRAFIA DE GEL-FILTRACAO EM P-4 DO OL1GOS-
SACARIDEO RESULTANTE DA HIDRGLISE ALCALINA REDU-
TORA FORTE DO PELLET PROTEICO PROVENIENTE DE OVA
RIOS DE CARRAPATOS INJETADOS COM [?—361 MANOSE ,

ELUENTE: TAMPAO ACETATO DE s6pio 0.1M pH 6.0
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CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE EM CONCANAVALINA A SEPHAROSE
DO OLIGOSSACARIDEO ELUTDO DA COLUNA DE GEL-FILTRACAO EM P-4

« - METIL - GLICOSIDIO
SmM 20mM  200mM

S TR

RADIOATIVIDADE { cpm X 103 )
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FIG, 15 - A COLUNA FOI ELUIDA COM TAMPAO ACETATO DE SODIO
0.1 MpH 6.0, contenpo NaCL 1.0 M, MeCry 0.001 M,
CACL2 0.001 M E oc- METIL - GLICOSIDIO EM TAMPAO
“ACETATO DE s0DIo 0.1 M NAS CONCENTRACOES 5; 20 E
200 MM, |




Observa=se na figura (16) que o material hi-
drolisado é constitufdo de um oligossacarideo de peso molecu-
lar elevado que encerra em torno de quatorze moléculas de he=

xoses.

Verifica-se que o material apoés a hidrdlise
sofreu uma reducdo no tamanho do oligossacarideo. Os dois pi-

cos que aparecem no cromatograma, antes da hidrdlise, se trang

formam num Unico pico, apos a hidrdlise, evidenciando que o o-

ligossacarideo de maior peso molecular sofreu efetivamente a
acdo enzimatica transformando-se num oligossacarideo de peso
molecular menor semelhante ao oligossacarideo relativo ao se -

gundo pico no cromatograma do material nao hidrolisado.
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FIG. 16 - CROMATOGRAFIA DESCENDENTE EM PAPEL, DO PRODUTO OBTIDO

NA COLUNA DE GEL-FILTRAGAO EM P-U DESCRITO NA FIGURA

14, UMA ALTQUOTA DESTE MATERIAL FOI SUBMETIDO A TRATA
MENTO COM AMILOGLICOSIDASE, CONFORME DESCRITO EM MATE
RIAL E METODOS. |

ELUENTE: Nn-BUTANOL = PIRIDINA - AcuA (4:3:4)

0S OLIGOSSACARIDEOS DE GLICOSE COM UM OU MAIS RESIDU-
0S DE GLICOSE ESTAO REPRESENTADOS COMO Gl; 6o, Gz,
ETC. ESTES FORAM OBTIDOS UTILIZANDO UM HIDROLISADo;DE
AMILOSE, ) | | |




IV-DISCUSSADO

No carrapato Boophilus microplus a vitelogenese

corresponde a uma fase de rdpido crescimento e maturagao do oo

cito (DIEHL, 19703 WYATT e PAN, 1978; ENGELMANN, 1980). Nesta
fase estdo ativados os processos de biossintese de glicidios,
lipidios e proteinas de reserva, que serdo acumuladas para su-
prir as necessidades metabdolicas do embriZo em desenvolvimento

(CHIPPENDALE, 1978; WYATT, 1980).

As vitelogeninas sdo constituidas de glico-lipo-
proteinas que contém 1 a 14% de glicidios e 6 a 12% de lipidi-
os (DEJMAL & BROOKES, 1872; CHEN e colaboradores, 1978§ KUNKEL

e colaboradores, 1978 e 1980).

Durante a vitelogéneée ocorre um rapido aumento
na massa do ovario, devido a incorporagido de vitelogeninas aos
oobcitos em desenvolvimento, captados da hemolinfa, e a proces-
sos biossintéticos intra-ovarianos. Isto ocorre nas priméiras
horas do periodo de pré-postura (DEL PINO e <colaboradores,

1982).

Neste periodo de pré-postura, injetou-se glicidi
os radioativos diretamente no intestino de telebgenas. Verifi-

cou-se que apos a injeg¢ao de manose radioativa, atingiu-se um




madximo de incorporacglo deste glicidio ao precipitado lipo-pro-
teico obtido pela adigao de acido tricloro-acético, seis horas
apos a injegao. Nos tempos seguintes a incorporacac se mantem

constante.

Estudos da incorporagdo de diferentes glicidios

. -~ - - -
a compostos lipofilicos e glicoproteicos, revelaram que ocorre
maior incorporacio de glicose radiocativa a compostos lipofili-
cos pouco polares e ao pellet proteico. A manose radioativa foi
incorporada preferencialmente a compostos lipofilicos mais po-

lares e ao pellet proteico.

A transferencia de residuos glicidicos a glico-
proteinas, envolve compostos de natureza lipidica. Estes com-
postos podem.ser classificados como poliprencis - fosfato e po
liprendis - pirofosfato que ao ligérem no glicidio formam.com-
postos do tipo poliprenol - fosfato - glicidio ou poliprenol -

pirofosfato - glicidio (PARODI e LELOIR, 1979).

Para comprovar a natureza lipidica dos compos -
tos soluveis em clorofdormio - metanol (2:1), extraidos de ova-
rios de carrapatos injetados com glicose rédioativa ou manose
radioativa, submeteu-se estes compostos a cromatografia descen
dente em papel, Observa-se nas figuras 3 e 4 que o compoéto ra
dioativo se deslocou num s6 pico proximo da linha de frenfe,mg

vendo-se como se pode esperar de uma substancia lipofilica.

Com o objetivo de elucidar a natureza destes 1i
pidios (anidnicos ou nao-anidnicos), submeteu-se a cromatogra-

fia de troca idnica em DEAE - celulose.

Observa-se nas figuras 5 e 7 que esta fracdo e




constituida de compostos lipidicos anidnicos e nao-anionicos,

Os lipidios provenientes de ovarios de carrapa-
tos injetados com manose radioativa apresentaram maior percenta
gem de lipidios aniBnicos em relagdao aos nao anionicos. Nos 1li-

h . . [ - . - -
pidios provenientes de ovarios de carrapatos injetados com gli-

cose esta proporgao se inverte.

Os compostos anionicos, aqueles que 1igéram na
coluna, foram submetidos a hidrdlise acida suave. A ocorrencia
de hidrdlise do material evidencia a labilidade acida do'glico-
lipidio, confirmando a presenca de um lipidio—monofosfaté~mono§

-
sacarideo.

Os glicolipidios anibnicos provenientes de ova-
rios de carrapatos injetados com glicose radiocativa apresenta -
ram 70% de hidrolise. 0 hidrolisado total submetido a crdmato -
grafia descendénte em papel reveldu a presenga de manose como

Unico monossacarideo entre outros compostos (Figura 6).

Os glicolipidios provenientes de ovarios de car
rapatos injetados com manose radioativa apresentaram 30% de hi-

drolise. A fragdo hidrossolivel do hidrolisado, submetida a cro

matografia descendente em papel, revelou a presenca de um Unico

constituinte glicidico, que e a manose. Estes resultados demons
tram que com ambos precursores glicidicos, o ovario sintetiza
um composto com as propriedades de um poliprenol - fosfato - ma

nose.

A fim de elucidar a composigao dos compostos 1i

pidicos ndo-anionicos, submeteu-se a hidrdlise alcalina suave.




A andlise dos compostos lipofilicos por croma-
tografia em camada delgada revelou a presenga de compostos que
se deslocam com o mesmo Rf de trigliceridios (Figura 8). Estes
compostos apresentaram radioatividade oriunda provavelmente da
glicose radioativa injetada diretamente no intestino das teled-

genas.

A glicose & metabolizada nos tecidos de mamife-
ros e em insetos, inclusive em écaros, essencialmente por duas
vias: a via glicolitica de Embden - Meyerhof e o ciclo das pen-
toses. A via.glicolitica estd mais relacionada com o catabolis-

mo da glicose e os processos de producao de energia.

Uma porcao da glicose metabolizada no ciclo das
pentoses & utilizada para a biossintese de NADPH e de ribose-5-

fosfato (PONTREMOLI e GRAZI, 1969).

Tem se estudado em diferentes espécies deTinse—
tos, a contribuicao destas vias nd catabolismo da glicosé, e a
influencia de inseticidas, inibidores metabolicos, coenzimas,
hormonios no ciclo das pentoses e nas vias de sintese de &cidos

graxos no tecido adiposo (AGOSIN e colaboradores, 1963, 1966

KOBAYASHI e KIMURA, 1967; HORIE e colaboradores, 1968; ELA e

colaboradores, 1970).

Observa-se ainda na figura 8 que a amostra mar-
cada com glicose radioativa apresenta uma constituicdo diferen—
te antes e depois da hidrdlise. A amostra nao hidrolisada apre-
senta compostos que se movem com O mesmo Rf de trigliceridios.
Apos a hidrélise ocorre uma mudanca no valor de Rf, coincidindo

este com o Rf de acidos graxos.




A amostra que fol marcada com manose radioativa
praticamente ndo apresenta variagao em sua constituigcao  antes
e depois da hidrGclise, e a radiocatividade presente nesta amos -

tra nao corresponde aos padroes empregados.

Os compostos glicolipidicos soliveis em clorofdr
mio - metanol - dgua (1:1:0.3), extraidos de ovarios de carrapa

tos injetados com manose radioativa, foram submetidos diretamen

te a cromatografia descendente em papel, para comprovar-se a na

tureza do glicolipidio, no lugar disto encontrou-se dois compos
tos. Aproximadamente 90% da radiocatividade aparece num = deles
que se desloca como manose. Este résultado evidencia que o com-
posto sollvel nesta fragao se caracteriza como um aglomerado on
de estao associados lipidios e glicidios. Estes aglomerédos sao

denominados gecorinas.

Os compostos lipidicos de caracteristicas anidni
. . . . - . . -
cas podem corresponder aos compostos intermediarios na biossin-

tese de glicoproteinas.

R e .
Estes lipidios transportam residuos glicidicos
provenientes de nucleotidios - aclcares até aceptores proteicos,

para a formagdo da glicoproteina (PARODI e LELOIR, 1979).

Este processo de sintese de glicoproteinas se ve
rifica em mamiferos (PARODI e colaboradores, 1972), em levedu =
ras (PARODI, 1979 ab), em insetos (QUESADAS - ALLUE e BELOCOPI-
TOW, 19783 BUTTERS e HUGHENS, 1980) e em plantas (BRETT e LE-

LOIR, 1877; PONT LEZICA e colaboradores, 1978).

As vitelogeninas e vitelinas, reservas proteicas

do ovo em desenvolvimento (PAN e colaboradores, 1969), sao ca-




racterizados como glico-lipo-proteinas com 1 a 14% de glicidi-
os e 6 a 12% de lipidios. Glicosamina e manose sao os princi-
pais componentes glicidicos detectados (DEJMAL e BROOKES,1972;
CHEN e colaboradores, 1978; KUNKEL e colaboradores, 1978 e

1980).

Nos &caros a andlise de glicidios livres em

ovos, embriao e na hemolinfa do carrapato adulto Dermacentor an
dersoni, mostrou que a glicose & o glicidio mais abundante na
hemolinfa, enquanto que a manose é o principal glicidio. livre
nos ovos (LEVENBOOK e colaboradores, 1980). Estes glicidios 830
prbvavelmenté interconversiveis no carrapato e em outras espé-

cies (DAGLEY e NICHOLSON, 1970).

Pela hidrdlise &cida total do pellet glicopro -
teico obtido de ovdrios de carrapatos injetados com giicose

radioativa, obteve-se 95% de hidrolise.

Cromatografia desceﬁdente em papel dos glicidi-
os neutros, revelou a-presenga'de glicose e manose (Figura
10). Para confirmar a presenga de glicose, eluiu-se este glici
dio do .papel cromatogréfico e submeteu-se a oxidagao com glico
se oxidase. O produto da oxidagao foi aplicado em cromatégra -
fia descendente em papel, movendo-se como acido glicanicd, con

firmando a presenga de glicose na glicoproteina.

0Os glicidios carregados positivamente aplicados

em cromatografia de camada delgada, revelou a presenga de um U

nico glicidio que se move como glicosamina (Figura 12).

A eletroforese do pellet proteico proveniente de

el . . . 3 ..- . .
ovarios de carrapatos injetados com manose ou glicose radioati
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vas mostra a mesma distribuigao da radioatividade, Verifica-se
gque o pellet proteico € constituido de vdrias proteinas glicosi

ladas (Figura 13).

As glicoproteinas podem apresentar o oligossaca-
rideo ligado a protefina por dois tipos de ligagdo glicidio-pro-
tefna: a ligac3o O-glicosidica, via serina ou treonina, que &

18bil em condigbes de hidrSlise alcalina suave, e a ligagao

N-glicosidica, via asparagina, que & resistente nestas condi -

coes.

As glicoproteinas isoladas do ovario do carrapa-

to Boophilus microplus, injetados com manose radioativa, mos -

tram-se resistentes as condigdes de hidrdlise alcalina '*suave,
porem em condigoes de hidrolise alcalina forte redutora, obteve
se 95% de hidrolise do pellet protéico, evidenciando que o oli-
gossacarideo estd ligado a proteina por uma ligacdo N—glicosidi

Ca.

Na vitelina da Locusta migratoria se conhece que

o oligossacarideo que contém manose estda ligado a um residuo

de asparagina da proteina (YAMAZAKY, 1974).

A presenca de proteinas N-glicosiladas, marca -
das a partir dos glicidios radicativos evidencia a utilizacao
de processos de biossintese de glicoproteinas que utilizam in -

termedidrios lipidicos (BEHRENS, 1974).

Neste trabalho comprova-se a presenga de compos-

. - - . . .
tos lipidicos que estavam associados a compostos glicidicos, e
estes podem estar relacionados com processos de biossintese de

- - o N g . - .
glicoproteinas, apesar de que nao encontramos intermediarios do




tipo poliprenolnpirofosfato~oligossaearideo- A presencga de gli
coproteinas marcadas, em diferentes fases do desenvolvimento
do .carrapato, tem sido amplamente divulgada (MAIA e colaborado

res, em preparacao; KAMEL e colaboradores, 1982).

0 oligossacarideo resultante da hidrdlise alca-
lina redutora forte do pellet glicoproteico, submetido a croma
tografia de gel-filtracd3o em P-4, foi eluido na fragdao vrelati
va ao volume de exclusao da coluné (Figura 14). Isto indica
que o oligossacarideo & constituidé de varias moléculas de mo-

nossacarideos, apresentando peso molecular elevado.

Cromatografia descendente em papel do hidrolisa

do, revela a presenca de dois oligossacarideos que apresentam

em torno de quatorze moléculas de hexose (Figura 16).

Tratamento enzimdtico do oligossacarideo marca-
do na manose em presenga de amiloglicosidase, mostrou qué o o=
ligossacarideo.foi sensivel a agéduda enzima. Observa-se na fi
gura 16 que ocorre uma diminuigao no tamanho do oligossacari
‘deo. 0 oligossacarideo de peso molecular mais elevado sofreu e
fetivamente a.agéo enzimatieca, reduzindo seu peso molecular
transformando-se num oligossacarideb de peso molecular seme
lhante ao oligossacarideo relativo ao segundo pico do cromato-
grama do material nao hidrolisado, b que parece confirmaf. que

a glicose estd no oligossacarideo unido a proteina.

0 oligossacarideo foi submetido a crcmatografia

de afinidade em concanavalina A sepharose, comprovando-se que
- « . - - i

o oligossacarideo apresenta nas suas extremidades livres resi-
duos de glicose ou manose. Observa~se ainda que a malor parte

dos oligossacarideos presentes na amostra foram eluidos com




uma concentragao. 200 mM de ot~ metil - glicosideo, evidencian-

do que nesta fragao estd maior a quantidade de compostos com a

finidade pela concanavalina A sepharose (Figura 15). Os resul-
tados destas analises revelam que apesar da quantidade de gli-

coproteinas que aparecem na eletroforese em gel de poliacrila-

mida - SDS, todas elas sao do tipo N - asparagina e os oligos-

sacarideos liberados na hidrolise alcalina forte redutora se

comportaram de maneira homogenea.




- RESUMO E CONCLUSOES

Durante a vitelogénese do carrapato  bovino

Boophilus microplus, o ovario e os odcitos tem um crescimento

acelerado, acumulando glicidios, lipidios e proteinas de reser
Va para suprir as necessidades metabélicas do embrido em desen
volvimento. A injegdo de glicidios radioativos no intestino da
femea, neste periodo, permite a obtencdo destes compostos mar-

cados.

Este trabalho tem o objetivo de caracterizar

compostos lipidicos e proteicos sintetisados no ovario do car-

rapato bovino durante o periodo de vitelogenese.

Foi injetado glicose ou manose radioativa dire

tamente no intestino das teledgenas recém-caidas do hospedeiro,

e verificou-se um madximo de incorporagdo, seis horas apbs a a-
plicagao da dose de glicidios radioativos. Este valor maximo
permanece constante apds este intervalo de tempo. Neste pério-
do de maxima incorporacgio foram extraidos do ovario, compostos

de natureza lipidica e proteica.

Dois grupos de diferentes compostos lipofili -

cos foram separados do ovario, sendo um deles constituido de




compostos pouco polares e o outro de compostos mais polares.

Os compostos lipofilicos pouco polares,'extrai-‘
dos de ovario de carrapatos injetados com manose ou glicose ra-
dioativas, submetidos a cromatografia de troca idnica em DEAE -
celulose, evidenciaram a presehga de compostos anionicos e nao-
anionicos. Os compostos anidnicos foram submetidos a hidrolise
dcida suave, e o hidrolisado foi colocado em cromatografia des-
cendente em papel, identificando—sé um composto radioativo que
se desloca como manose. Os compostos nao-anionicos foram subme-
tidos a hidrolise alcalina suave, e o hidrolisado foil ‘célocado
em cromatografia de camada delgadé, identificando-se compostos
radioativos que se deslocaram com o mesmo Rf de trigliceridios
e acidos graxos. Observa-se ainda que a amostra que foi marcada
com glicose apresenta uma distribuicdo de radioatividade Idife-
rente antes e apds a hidrélise. Antes da hidrdlise hd um predo-
minio de composfos que se deslocam com o mesmo Rf de trigliceri
deos. Apbs a hidrdlise ha um predominio de compostos que se des
locam com um.Rf que coincide com o Rf de dcidos graxos.-A.amos-

tra que foi marcada com manose praticamente nao apresenta vari-

acao em sua distribuicdao de radiocatividade antes e depois da

hidrolise.

Os compostos lipofilicos mais polares provenien
tes de ovérios de carrapatos injétédos com manose radioativa,
submetidos a cromatografia descendehte em papel, apresentam 90%
de sua radiocatividade num composto Que se desloca como manose.
Este resultado indica a presenca de gecorinas, que sao aglomera

dos de lipidios e glicidios.

As proteilnas extraidas do ovario de  carrapato

injetados com manose ou glicose radioativas, colocadas sob ele-




troforese em gel de poliacrilamida-SDS, se comportam de maneira
analoga. Observou-se a presengade vériaS'protefnas glicosila -

das marcadas com o glicidio radioativo.

As glicoproteinas submetidas a hidrdlise alcali
na redutora mostraram que o glicidio esta ligado a proteina, por

uma ligacdo N-glicosidica (via asparagina).

A porcdo glicidica da glicoproteina é coﬂstifui
da de um oligossacaridio de peso molecular elevado, que.apreseg
ta nas suas extremidades livres glicose ou manose, - conforme
resultados obtidos por cromatografia de afinidade em concanava-

lina A sepharose. Este oligossacaridio submetido a hidrolise a-

cida total evidenciou a presenca de glicose, manose e glicosami

na.
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