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RESUMO

RAIA, Vanessa de Almeida. Estudos Bioquimicos Comparativos dos Ovos de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari: Ixodidae) Durante a Oviposi¢ao. 2011. 38p.
Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias, Parasitologia Animal). Instituto de Veterinaria,
Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2011.

Objetivando preencher algumas lacunas sobre os mecanismos intrinsecos da biologia da
oviposicdo de R. (B.) microplus, foram avaliadas as concentracdes de lipidios e carboidratos,
assim como a variabilidade lipidica dos ovos postos em diferentes dias de postura. Para isso,
fémeas ingurgitadas pesando entre 151 e 360 mg foram colocadas em estufa bioldgica sob
condigdes controladas (27 + 1°C, 80 + 5% UR, escotofase), e apds inicio da postura, trés
amostras diarias do “pool” de ovos foram coletadas, acondicionadas e preservadas a —20°C.
As amostras 1 e 2, pesando 50 mg cada, foram utilizadas para dosar lipidios e glicose, e
avaliar o perfil de lipidios, respectivamente; a amostra 3, contendo 1 g de ovos foi utilizada
para dosar glicogénio. A dosagem de lipidios totais foi realizada através do reagente de fosfo-
vanilina, enquanto as concentracdes de colesterol, trigliceridios e glicose foram obtidas
através de determinacdo colorimétrica com a utilizacdo de kit enzimatico de ponto final. A
dosagem de glicogénio foi realizada através do reativo acido 3,5 dinitrosalicilico. Os
resultados das dosagens foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e a
relacdo entre as concentracdes dos substratos e os dias de postura foi avaliada através de
Regresséo polinomial. N&o foram constatadas diferencas significativas entre as concentracfes
destes substratos nos ovos de diferentes dias de oviposicdo, assim como ndo houve relagédo
dessas concentracdes com os dias de postura. Apds extracdo dos lipidios das amostras, foram
realizadas cromatografias em camada delgada de alto desempenho (HPTLC) para lipidios
neutros e fosfolipidios. Em seguida, a densitometria foi realizada através do programa Image
Master Total Lab e o percentual diario de cada lipidio nas amostras foi calculado. Dentre os
lipidios neutros foram identificados hidrocarbonetos, colesterol esterificado, trigliceridios,
acidos graxos, colesterol livre e diacilglicerol. Destes, o colesterol esterificado foi o que
apresentou maior variacdo, ndo sendo detectado nos ovos do quinto dia de oviposicao. Dentre
os fosfolipidios foram detectados o acido fosfatidico, fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina,
fosfatidilinusitol e esfingomielina. Sendo este ultimo ausente nos ovos do sétimo dia de
postura em diante. Assim, as diferentes taxas de eclodibilidade por dia de postura ndo podem
ser atribuidas as concentracdes de lipidios totais, embora alguns lipidios especificos como o
colesterol esterificado e a esfingomielina possam ter influéncia na diferenca de eclodibilidade
larval, sendo necessarios mais estudos para eclarecer o papel desses substratos na
embriogénese.

Palavras-chave: Rhipicephalus (Boophilus) microplus, Lipidios, Carboidratos.



ABSTRACT

RAIA, Vanessa de Almeida. Biochemical Analysis of eggs of Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (Acari: Ixodidae) during the Oviposition. 2011. 38p. Thesis (Doctor Sciences
Veterinary, Animal Parasitology) Veterinary Institute, Department of Animal Parasitology,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica , RJ, 2011.

To fill some gaps about the intrinsic mechanisms of the biology of oviposition of R. (B.)
microplus, we evaluated the concentration of lipids and carbohydrates, as well as the
variability of lipid in eggs per day of posture. For this, engorged females weighing between
151 and 360 mg were placed in controlled environment (27 + 1 ° C, 80 + 5% RH, darkness),
and after beginning of laying, three samples of the eggs pool were daily collected, packed and
preserved at -20 © C. Samples 1 and 2, weighing 50 mg each, were used to quantitate lipids
and glucose, and to evaluate the lipid profile, respectively; and the third sample, containing 1
g of eggs, was used to quantitate glycogen. The determination of total lipids was performed
using phospho-vanillin reagent, while the concentrations of cholesterol, triglycerides and
glucose were obtained by colorimetric determination using endpoint enzymatic kit. The level
of glycogen was performed using the acid 3,5 dinitrosalicylic reactive . The results were
analyzed by nonparametric Kruskal-Wallis and the relationship between the concentrations of
substrates and the days of laying was assessed by polynomial regression. There was no
significant difference in the concentrations of these substrates in eggs from different days of
oviposition, as there was no relationship of these concentrations with the days of laying. After
lipid extraction, the samples were performed in thin layer chromatography, high-performance
(HPTLC) for neutral lipids and phospholipids. Then, densitometry was performed using the
Image Master Total Lab and the daily percentage of each lipid in the samples was calculated.
Among the neutral lipids were identified the hydrocarbons, esterified cholesterol,
triglycerides, fatty acids, free cholesterol and diacylglycerol. Of these, the cholesterol ester
showed the highest variation, it was not detected in eggs at the fifth day of oviposition.
Among the phospholipids were detected the phosphatidic acid, phosphatidylethanolamine,
phosphatidylcholine and sphingomyelin fosfatidilinusitol. This latter was absent in eggs of the
seventh day onwards. Thus, the different rates of hatchability of eggs from different laying
days cannot be attributed to the concentrations of total lipids, although some specific lipids
such as cholesterol ester and sphingomyelin might influence the difference in larval
hatchability, more researches are needed for clarify the role of these substrates in
embryogenesis.

Key-words: Rhipicephalus (Boophilus) microplus, Lipids, Carbohydrates.
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% porcento;

°C graus Celsius;

°N graus a norte;

°S graus a sul;

Mg microgramas;

3,5 DNS acido 3,5 dinitrosalicilico;
B.O.D. demanda bioldgica de oxigénio;
CHO colesterol livre;

CHOE colesterol esterificado;

cm centimetro;

DG diacilglicerol;

dL decilitro;

FA acidos graxos;

g grama;

GS glicogénio sintase;

GSK-3 glicogénio sintase quinase-3;

h horas;

H,SO, acido sulfdrico;

H3PO4 acido fosforico;

HCI acido cloridrico;

HPTLC cromatografia em camada fina de alta performance;
IEN indice de eficiéncia nutricional;
IER indice de eficiéncia reprodutiva;
kDa quilodalton

mg miligrama;

MG monoglicerideos;

min minutos;

mL mililitros;

N normal;

NaOH hidroxido de sodio

ng nanograma;

nm nanémetro;

PA acido fosfatidico;

PC fosfatidilcolina;

PE fosfatidiletanolamina;

PEPCK fosfoenolpiruvato-carboxiquinmase;
pH potencial hidrogenidnico;

Pl fosfatidilinusitol;

RPM rotacOes por minuto;

SM esfingomielina;

TG triacilglicerol,



TLC
UDP-glicose
UR

Vg

Vit

cromatografia em camada delgada;
uracila difosfato-glicose;

umidade relativa;

vitelogenina;

vitelina;
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1 INTRODUCAO

Carrapatos sdo parasitos com importancia sanitaria amplamente reconhecida pelos
danos que causam em seus hospedeiros, principalmente devido ao habito hematdfago. Todos
0s estagios parasitarios necessitam de sangue para sua sobrevivéncia, no entanto sdo as
fémeas acasaladas as maiores espoliadoras de sangue, pois sdo capazes de ingerir uma grande
quantidade de sangue durante todo o periodo de fixagcdo no hospedeiro. Isto somado aos danos
indiretos resulta em diminui¢do da produgdo e perdas econdmicas. Dentre as espécies de
carrapatos que parasitam animais domésticos no Brasil, Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(Canestrini, 1887) se destaca por causar enormes prejuizos anuais para pecuaria bovina.

A capacidade reprodutiva ¢ fator chave para manutencdo de qualquer espécie na
natureza. Neste aspecto, carrapatos da familia Ixodidae sdo bem sucedidos, pois se
reproduzem de acordo com a estratégia biondmial r. Neste tipo de estratégia os individuos ndo
apresentam comportamento parental em relagdo a prole, por isso a chance individual de cada
larva chegar a idade adulta ¢ reduzida, em compensacao ¢ produzido um numero elevado de
ovos. Fémeas das principais espécies de ixodideos podem liberar um total de até 20.000 ovos
ao longo de vérios dias de postura, em seu Unico ciclo gonadotrofico.

Vérios fatores atuam para uma boa produtividade durante a reproducdo. Fatores
abidticos, principalmente temperatura e umidade, hd muito vem sendo estudados e ja ¢ sabido
que influenciam no numero de ovos deixados no ambiente e na duracdo do periodo de
postura. Contudo, ainda existem lacunas no conhecimento dos fatores bioquimicos que podem
explicar a biologia destas fases do ciclo dos carrapatos. Uma dessas questoes diz respeito ao
fator intrinseco responsavel pela menor taxa de eclodibilidade larval observada nos ovos dos
primeiros ¢ dos ultimos dias de postura. A baixa disponibilidade de proteinas e outros
nutrientes fornecidos pela fémea, bem como espermatozoides insuficientes para fertilizagao
foram responsabilizados por isso. No entanto, estudos posteriores ndo puderam explicar as
menores taxas de eclosdo nas posturas dos primeiros dias, quando a fémea esta repleta de
nutrientes ¢ de espermatozdides em seu receptaculo.

Em R. (B.) microplus o periodo de postura dura aproximadamente 15 dias, com o pico
entre o segundo e quinto dia ap6s o dia modal de inicio da postura, apds o pico ha queda
progressiva na quantidade de postura até o fim da oviposi¢do. Ovos do primeiro e do oitavo
dia em diante possuem taxa de eclosdo larval menor do que os ovos dos dias intermediarios.

Proteinas, lipidios e carboidratos sdo estocados pelo oocito durante o seu
amadurecimento no ovario e utilizados como suporte energético ao rapido desenvolvimento
do embrido. Com relagdo as proteinas, ja foi verificado que os ovos sdo diferentes em relagdo
a concentracdo e ao contetido de acordo com o dia de oviposi¢do, mas sdo necessarios mais
estudos para identificar a influéncia das mesmas na eclodibilidade larval destes ovos.

Vale ressaltar, que embora de carater basico, a compreensdo dos mecanismos que
regem a oviposicao e embriogénese dos carrapatos € o ponto de partida para desenvolvimento
de pesquisas sobre métodos seletivos de controle, como por exemplo, vacina.

Devido ao pouco conhecimento relacionado a bioquimica da oviposi¢do e a
importancia do sucesso da embriogénese para manutencao das espécies de ixodideos, achados
sobre a variacdo de nutrientes como proteinas, glicogénio e lipidios nos ovos durante a
postura sdo de extrema importidncia. Este conhecimento pode esclarecer mecanismos
fisiologicos da reproducdo e explicar aspectos da biologia da oviposi¢cdo, uma vez que o
desenvolvimento do embrido dos carrapatos ¢ dependente da deposi¢do de nutrientes pelas
fémeas. Este conhecimento pode ser fundamental para a elaboracdo de estratégias que
impec¢am a postura das fémeas, controlando assim, a capacidade de reproducdo dos ixodideos.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Aspectos Gerais sobre Rhipicephalus (Boophilus) microplus
2.1.1 Taxonomia

Carrapatos sdo ectoparasitos pertencentes ao Filo Arthropoda; Subfilo Chelicerata;
Classe Arachnida, Ordem Acari; Subordem Ixodida (BARROS-BATTESTI et al., 2006). Por
possuirem os estigmas respiratorios localizados ap6s o quarto par de pernas, sio chamados de
metastigmatas. Esta subordem ¢ dividida em trés familias: Nuttalielidae, Ixodidae e
Argasidae, sendo as duas ultimas mais importantes em medicina veterindria. Carrapatos da
Familia Ixodidae representam cerca de 80% da diversidade de carrapatos do mundo, com 683
espécies (HORAK et al., 2002); possuem como principal caracteristica a presenca de um
escudo dorsal, que cobre todo o dorso em machos e um tergo do dorso nas fémeas. Por causa
da presenga desse escudo carrapatos desta familia sdo conhecidos como “hard ticks” —
“carrapatos duros”. Dentre os carrapatos desta familia, recentemente os géneros Boophilus e
Rhipicephalus foram considerados monofiléticos e as cinco espécies do género Boophilus
foram remanejadas para o género Rhipicephalus sendo o antigo género incorporado ao nome
da espécie como subgénero. Desta forma a espécie Boophilus microplus (Canestrini, 1887) foi
renomeada Rhipicephalus (Boophilus) microplus (MURREL; BAKER, 2003).

2.1.2 Importancia

Carrapatos sdo ectoparasitos, obrigatoriamente hematofagos em todos os estagios do
ciclo de vida, e por isso sdo de grande importincia sanitdria. No entanto, sdo as fémeas
acasaladas as maiores espoliadoras de sangue, uma vez que necessitam de nutrientes para a
formacgdo dos ovos, sendo capazes de ingerir um total de cerca de dois a trés mililitros de
sangue (ARTHUR, 1960; FURLONG et al., 1996). Dentre as espécies de carrapatos que
parasitam animais domésticos no Brasil, R. (B.) microplus se destaca por causar prejuizos
anuais em cerca de dois bilhdes de dolares (GRISI et al., 2002). Entre os danos diretos
causados ao rebanho podemos destacar a desvalorizagdo do couro e a anemia causada pela
grande perda de sangue. Além disso, os carrapatos atuam como vetores de agentes causadores
de doencas, e nenhum grupo de artropodes vetores € capaz de transmitir uma variedade tao
grande de patdgenos, entre protozoarios, bactérias e virus (JONGEJAN; UILENBERG,
2004). Como exemplo, podemos destacar a transmissdo de Anaplasma marginale Theiler,
1910 e protozoarios do género Babesia, responsaveis por causar o complexo de enfermidades
conhecido como “tristeza parasitaria bovina” (KOCAN et al., 2004; BOCK et al., 2004).

A distribuicao geografica de R. (B.) microplus inclui as regides tropical e subtropical
entre os paralelos 30° S e 40° N, onde as condigdes climaticas favorecem o seu
desenvolvimento. A espécie tem origem no sudeste da Asia, mas ¢ dispersa pela Australia,
Africa e América. Este carrapato é endémico na América do Sul (JONGEJAN;
UILENBERG, 2004), sendo reportado em pelo menos 95,6% dos municipios brasileiros
(HORN, 1983).

2.1.3 Ciclo biolégico

O ciclo de vida de R. (B.) microplus se divide em uma fase de vida livre e uma fase
parasitaria, que ocorre no hospedeiro, e dura aproximadamente 21 dias, na qual a fémea
fertilizada se alimenta de sangue. Como sdo monoxenos, necessitam de apenas um hospedeiro
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para completar seu ciclo, estes hospedeiros sao preferencialmente bovinos, podendo parasitar
outros animais como equinos e ovinos (GONZALES, 1974). Apdés o ingurgitamento, a
teledgina (fémea completamente alimentada) cai no solo iniciando o periodo de vida nao-
parasitario. O periodo compreendido a partir do momento da queda até o inicio da postura ¢é
denominado periodo de pré-postura. Em R. (B.) microplus este periodo tem duracao
aproximada de trés dias. Em seguida, a fémea realiza sua unica postura, que dura em média 15
dias, e morre ap6s o fim da oviposi¢do. Imediatamente apds a postura, tem inicio o periodo
embrionario, que em condigdes controladas (27 + 1°C, 80 + 5% UR, escotofase) dura entre 24
e 26 dias (LOUZADA; DAEMON, 2003). No ambiente, as larvas estdo prontas para parasitar
um hospedeiro trés a sete dias apos a eclosdo (DAVEY et al., 1991). Ao se fixarem no
hospedeiro através do hipostomio (estrutura pertencente ao aparelho bucal) e completarem sua
alimentagdo sofrem a muda para ninfa, em seguida, ainda sem descerem ao solo realizam
outra alimentacdo e ao final desta, nova muda para adulto. O acasalamento ocorre ainda no
hospedeiro, e logo apods as fémeas iniciam o processo de ingurgitamento, na qual ingerem
quantidade de sangue voltada para a producao de ovos (BARROS-BATTESTI et al., 2006).

2.2 Biologia da Oviposicao

Vérios fatores atuam para o sucesso ou insucesso do estagio reprodutivo em
carrapatos. Particularmente em ixodideos, fatores abidticos, principalmente temperatura e
umidade, vem sendo estudados e varios pontos ja estdo esclarecidos no que se refere a sua
influéncia na biologia da oviposi¢ao (BELLATO; DAEMON, 1997; PRATA, 2002). Para R.
(B.) microplus, a faixa de temperatura ideal parar o melhor desempenho na postura esta entre
27 e 30° C (HITCHCOCK, 1955; BENNETT, 1974). Hitchcock (1955) chegou a esta
conclusdo ao observar maior nimero de ovos postos no ambiente nesta faixa de temperatura.
O trabalho de Bennett (1974) corroborou os achados de Hitchcock (1955), concluindo que
baixas temperaturas prolongam o ciclo, mas sdo prejudiciais em rela¢do a producao de ovos,
assim como altas temperaturas aceleram o ciclo, mas prejudicam a quantidade de postura. A
faixa de umidade relativa (UR) na qual as fémeas ingurgitadas apresentam melhor
desempenho de postura ¢ entre 80 - 90% (HITCHCOCK, 1955; BENNETT, 1974).

Hitchcock (1955) e Bennett (1974) também avaliaram a eclodibilidade larval de
acordo com o dia da postura. Ambos observaram que entre 24 ¢ 27° C a taxa de eclodibilidade
¢ maior nos ovos postos nos dias intermediarios de postura, sendo considerada baixa nos ovos
dos dois primeiros e dos ultimos dias de postura. A queda de eclodibilidade comeca e ser
observada em ovos colocados a partir do sétimo dia, esta queda ¢ acentuada nos ovos do
oitavo dia em diante, decrescendo até chegar a zero nos ovos dos ultimos dias de postura.
Tanto nos ovos observados por Hitchcock (1955) quanto nos observados por Bennett (1974) o
pico de eclodibilidade larval ocorreu nos ovos postos no quinto dia de postura.

Estudos comparando a eclodibilidade larval em ovos de diferentes dias de postura
foram realizados com outros ixodideos. Prata (2002) observou a eclodibilidade larval de
Amblyomma cajennense Fabricius, 1787 de acordo com o dia em que os ovos foram postos,
detectando diferencas significativas entre esses periodos. Em um total de 36 dias de postura,
foi observado que os ovos provenientes dos primeiros dois dias de oviposi¢do tiveram a
eclodibilidade larval menos eficiente (85 e 86,25%, respectivamente) quando comparados aos
ovos dos dias intermedidrios de postura (acima de 90%). Também foi observado que a partir
dos ovos postos no 22° dia apos o inicio da postura a eclodibilidade larval sofreu um declinio
gradativo, chegando a zero nos trés tltimos dias de oviposi¢cdo. Como os ovos foram mantidos
em condi¢Oes de umidade satisfatorias, a autora especulou que as diferencas na eclodibilidade
dos ovos dos primeiros e ultimos dias de postura foram provavelmente devido a ocorréncia de
deficiéncias no processo de absor¢ao de agua prévio a postura, ao invés de perda de dgua pos-
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oviposi¢do. Citando como exemplo, falhas na formacdao e desenvolvimento dos primeiros
odcitos destacados, distirbios ao desencadear o processo de fertilizagdo ou problemas no
inicio dos processos de endurecimento e deposi¢do de substincias impermeabilizantes na
casca dos ovos, pois estes se encontravam escuros e encarquilhados, evidéncias de
desidratagao.

Em Dermacentor variabilis Say, 1821 a eclodibilidade foi reduzida nos ovos dos
ultimos dias de oviposi¢do. Alguns autores atribuiram este fato a diminui¢ao do nivel de
nutrientes disponibilizados aos ovos pelas teledginas e/ou diminuicdo do estoque de
espermatozdides para os ultimos ovos produzidos (SONENSHINE; TIGNER,1969;
CAMPBELL; HARRIS, 1979). Esta especula¢do pode ser valida para os ovos dos ultimos
dias de postura, mas ndo ¢ suficiente para explicar a menor eclodibilidade dos ovos dos
primeiros dias de postura nas espécies, R. (B.) microplus e A. cajennense citados
anteriormente.

Dipeolu (1991) descreveu dois modelos de curva de oviposi¢do para Rhipicephalus
sanguineus (Latreille, 1806) A curva tipo I observada em 81% dos espécimes analisados
caracteriza-se por uma postura com pequena quantidade de ovos nos primeiros dias
aumentando progressivamente até atingir um pico por volta do terceiro dia, decrescendo em
seguida até o final da oviposi¢do. A curva do tipo II foi caracterizada pelo pico de postura no
primeiro dia da oviposi¢ao, diminuindo progressivamente a quantidade de ovos postos até o
final da postura. Essa curva foi representativa para 19% dos espécimes analisados. O autor
ainda destaca que os modelos de curva observados sdo independentes em relagdo ao tipo de
hospedeiro (cao ou coelho) e a capacidade de oviposi¢do das teledginas ser baixa ou alta. Em
ambos os modelos de curva, os ovos postos nos ultimos dias de oviposi¢do foram mais leves
quando comparados aos dos demais dias. De acordo com esta classificagdo, o ritmo de postura
de R. (B.) microplus se enquadra no modelo de curva tipo I, com os picos de postura variando
do segundo ao quinto dia de oviposi¢do (HITCHCOCK, 1955; BENNETT, 1974).

Borges et al. (2001) avaliaram a influéncia do peso inicial das fémeas na conversao de
ovos em R. (B.) microplus. Os autores verificaram que fémeas ingurgitadas pesando entre 151
e 360 mg tiveram IER mais altos (variando de 44,9% a 51,4%) do que aquelas mais leves, as
quais apresentaram uma menor capacidade de conversdo em ovos (variando de 31,4% a
39,0%). Bennett (1974) também observou maxima conversdo de peso em ovos nas fémeas
deste mesmo intervalo de peso.

2.3 Lipidios e Carboidratos

Lipidios sdo biomoléculas organicas de baixa solubilidade em solventes polares, como
agua, e altamente soliveis em solventes apolares. Sdo encontrados na estrutura de membranas
bioldgicas; armazenando e transportando fontes de energia metabdlica; como pelicula
protetora sobre a superficie de diversos organismos; além de atuar no reconhecimento celular
e sistema imunoldgico. Para executar tantas fungdes diferentes existem lipidios
especializados, organizados em dois grupos principais. Os lipidios podem ser agrupados em
dois grandes grupos: aqueles que possuem acidos graxos em sua composicdo, chamados de
lipidios complexos e aqueles que ndo possuem acidos graxos, como o colesterol, um esterol
precursor de vdarias biomoléculas, dentre elas, os hormdnios sexuais. Dentre os lipidios
complexos ainda podemos separar os apolares e polares. Os triacilglicerdis, mais conhecidos
por triglicerideos, representam os lipidios apolares e sdo os mais abundantes e os principais
depositos de energia das células animais (LEHNINGER, 1984).

Dentre os lipidios complexos polares estdo os fosfolipidios, que sdo um dos tipos de
lipidios constituintes basicos primarios de membranas bioldgicas. Em geral os fosfolipidios
sdo formados por uma molécula de glicerol na qual se ligam dois acidos graxos, formando
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uma regido hidrofobica; e um fosfato conectando uma por¢ao polar (colina, etanolamina,
serina, etc.), hidrofilica. A estrutura dos fosfolipidios, com seu carater anfipatico, ¢ essencial
para seu papel biologico, especialmente na formagdo das membranas (CULLIS; HOPE,
1991).

Entretanto, os fosfolipidios n3o podem ser considerados meramente como
componentes estruturais essenciais a delimitacdo das células; fluidos, porém imutaveis. Esta
visdo, até certo ponto estatica, tem sido completamente revista, e os fosfolipidios sdo agora
considerados ndo somente como tendo papel estrutural, mas também representando
importantes fun¢des dindmicas na fisiologia das células e dos organismos. Como exemplo
podem ser citadas a participagdo essencial de fosfolipidios em vérias etapas da cascata de
coagulacdo sanguinea, na interagdo direta com proteinas de membrana, € como mensageiros
celulares (HANAHAN; NELSON, 1984; EXTON, 1994).

Em insetos os lipidios sdo utilizados como substrato na reprodugdo, embriogénese,
metamorfose, comunicacdo (através dos feromonios), regulacdo de processos fisioldgicos
(hormonios), como prote¢do contra dessecacao e constituintes celulares (GILBERT; CHINO,
1974). Entre os lipidios dos insetos, destacam-se os esteréis (MONROE, 1960; CLAYTON,
1964). Estes sdo observados em uma concentracdo relativamente alta nos tecidos, o que
sugere que a maior parte da dieta de esterdis seja utilizada como elemento da estrutura celular
(CLAYTON, 1964).

Na mosca Musca domestica (Linnaeu, 1758), uma dieta rica em colesterol ¢
fundamental para eclosdo e sobrevivéncia das larvas nos ultimos grupos de ovos colocados,
pois quando privada de colesterol em sua dieta, a fémea consegue transferir esterdides
armazenados somente para as primeiras posturas. Assim, as moscas que tém uma dieta pobre
em colesterol colocam ovos, mas a eclosdo das primeiras posturas ¢ baixa com reducdo
progressiva a cada postura até chegar a zero. Além disso, somente metade das larvas oriundas
da dieta deficiente em colesterol produzem adulto, quando comparado com 91% das oriundas
da dieta com colesterol (MONROE, 1960).

Em carrapatos os ésteres de colesterol sdo utilizados como precursores de feromonios
sexuais em diversas espécies de ixodideos. Esses ésteres constituem o maior componente dos
lipidios da cuticula de revestimento do corpo de fémeas do carrapato Hyalomma dromedarii
Koch, 1844 ¢ R. sanguineus (SOBBHY et al., 1994). Em R. (B.) microplus a quantidade de
colesterol presente nas teledginas ¢ diretamente proporcional ao peso e aproximadamente um
terco deste substrato ¢ transferido para os ovos. Assim, ovos oriundos de fémeas mais pesadas
possuem maior conteiido de colesterol/mg. Apds a postura, menos da metade do contetido de
colesterol inicial ¢ detectado nas fémeas (CHERRY, 1976).

Os carboidratos ou sacarideos representam o principal substrato de energia utilizavel.
Dentre muitos, a glicose, mais abundante, ¢ armazenada sob a forma de glicogénio, que ¢ o
mais importante carboidrato de reserva nos animais (LEHNINGER, 1984). Além disso, as
organizagdes destes nas proteinas e superficies celulares sdo a chave para muitos eventos de
reconhecimento celular, além de servirem como direcionadores das proteinas recém
sintetizadas aos seus locais de atua¢do (VOET et al., 2000). Em carrapatos os carboidratos
foram estudados como fonte de energia para o desenvolvimento do embrido (CAMPOS et al.,
2006; MORAES et al., 2007). O assunto sera exposto mais adiante.

2.4 Importancia dos Lipidios na Fisiologia da Reproducao
2.4.1 Etapa inicial

Em ixodideos o processo de oviposicdo ¢ dependente do repasto sanguineo, que é
iniciado apos a copula (BALASHOV, 1972; DIEHL et al., 1982), cada teledgina ingere em
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torno de trés mililitros de sangue durante sua passagem no hospedeiro e transforma 60% de
sua massa corporal em ovos (GONZALES, 2002). Balashov (1972) caracterizou o repasto
sanguineo em trés fases. A primeira fase, chamada de “fase preparatdria”, dura cerca de um
dia e ¢ quando a fémea estabelece a lesdo de alimentacdo. A segunda fase, conhecida como
“fase lenta”, dura de sete a nove dias, nesse periodo a fémea cresce cerca de 10 vezes o seu
peso corporal em jejum, atingindo o chamado “peso critico” (HARRIS; KAUFMAN, 1984).
Na terceira fase, chamada de "fase rapida", a fémea aumenta dez vezes o peso corporal obtido
na fase lenta, esta fase dura cerca de um dia. Da primeira a ultima fase do repasto sanguineo
as fémeas t€ém um aumento total de cerca de cem vezes o seu peso corporal em jejum. Em
seguida, as fémeas ingurgitadas se desprendem do hospedeiro para realizar a postura
(FRIESEN; KAUFMAN, 2009).

O processo de alimentagdo nas fémeas acasaladas ¢ o estimulo gerador de uma
sucessdo de eventos fisiologicos. Em Rhipicephalus appendiculatus Newman, 1901 foi
observado que as glandulas salivares sdo reabsorvidas apds o inicio do processo da
alimentag¢do (TILL, 1961). Em Amblyomma hebraeum Koch, 1844 o titulo de hormdnios
ecdisterdides sobe substancialmente na hemolinfa de fémeas acasaladas apds o inicio da
alimentacdo (KAUFMAN, 1991). De acordo com Friesen ¢ Kaufman (2009) a chegada ao
peso critico, que ocorre ao final da fase lenta de alimentagdo, ¢ o fator desencadeante da
liberagdo de ecdisterdides na hemolinfa. O aumento deste hormonio € o fator que desencadeia
a autolise das glandulas salivares ainda durante a alimentacdo (HARRIS; KAUFMAN, 1984,
1985; KAUFMAN, 1991). Em seguida a fémea se desprende do hospedeiro, pois com a
degeneracdo das glandulas salivares as funcdes de fixagdo das teledginas sdo prejudicadas
(KAUFMAN; LOMAS, 1996). Apdés a queda do hospedeiro aumenta ainda mais a
concentragcdo de ecdisterdides na hemolinfa, o que acelera a degeneracdo da glandula salivar
pos-ingurgitamento; estimula a sintese de vitelogenina (Vg), a principal proteina do vitelo e
fonte nutricional para o embrido; e o crescimento do ovério em teledginas Ixodidae
ingurgitadas (LOMAS; KAUFMAN, 1992).

Fémeas ndo acasaladas, mesmo que atinjam o peso critico demoram ou nao
conseguem se desprender do hospedeiro, pois o nivel de ecdisterdides na hemolinfa é baixo.
Se estas sdo retiradas manualmente do hospedeiro até ocorre um aumento no tamanho dos
ovarios, mas este nao ¢ relacionado ao acimulo de Vt e as glandulas salivares completam sua
degeneragdo em aproximadamente oito dias (FRIESEN; KAUFMAN, 2009). Isto demonstra a
importancia da fecundagdo no estimulo dos processos fisiologicos envolvidos na alimentagao
das fémeas.

A funcdo dos ecdisterdides em estimular a sintese de Vg foi observada em outros
carrapatos ixodideos como A. hebraeum (FRIESEN; KAUFMAN, 2002, 2004) e D. variabilis
(SANKHON et al., 1999; THOMPSON et al., 2005) e no argasideo Ornithodoros moubata
(Murray, 1877) (OGIHARA et al., 2007; HORIGANE et al., 2007). Em estudos realizados
com D. variabilis foi constatado que a ecdisona ¢é o ecdisteroide responsavel pela mensagem
de inicio da sintese de Vg (NEESE et al., 2000; THOMPSON et al., 2005, 2007; ROE et al.,
2008).

Ainda durante o periodo de ingurgitamento j4 comecam a serem produzidas enzimas
que atuam na embriogé€nese, como ¢ o caso da glicogéniosintase quinase-3 (GSK-3). Enzima
envolvida no metabolismo do glicogénio devido a sua acdo inibitoria sobre a glicogénio
sintase (GS), através de fosforilagdo (EMBI et al., 1980). Enquanto a GSK-3 esta ativa, a GS
¢ mantida em estado fosforilado e inativo (CROSS et al., 1995). A fun¢do da GS ¢ a
catalizagdo da reag@o de transformacdo da uracila difosfato - glicose (UDP-glicose) em UDP,
convertendo o excesso de glicose para armazenamento de glicogénio. Assim, com a GSK-3
ativa a glicose presente nos ovos esta disponivel para ser utilizada no metabolismo.



Segundo Logullo et al. (2009) a GSK-3 de R. (B.) microplus apresentou niveis de
transcricdo elevados tanto nos ovarios de fémeas ingurgitadas quanto de parcialmente
ingurgitadas, embora o nivel de transcri¢do nas fémeas parcialmente ingurgitadas tenha sido
maior. Nos ovos, o nivel de expressdo relativa foi proximo ao observado para os ovarios de
fémeas plenamente ingurgitadas.

2.4.2 Oogénese

Por serem oviparos, a embriogénese dos carrapatos ixodideos ¢ dependente da
absorc¢ao de nutrientes pelos odcitos durante o seu desenvolvimento nos ovarios, ja que sao os
nutrientes de origem materna a fonte de energia para o desenvolvimento do embrido
(FAGOTTO, 1990; DENARDI et al., 2004). A fase vitelogénica (de sintese e absor¢do de Vg)
do odcito comega com o aparecimento dos primeiros granulos de vitelo e termina com a
ovulacdo (OBENCHAIN; GALUN, 1982). Durante este periodo os elementos do vitelo sdo
depositados nos oocitos seguindo uma seqiiéncia preferencial, em que os lipidios sdo os
primeiros, seguido pelas proteinas e depois carboidratos. Estes podem ficar livres no
citoplasma ou quimicamente ligados formando glicoproteinas ou lipoproteinas (DENARDI et
al., 2004).

De acordo com a classificagdo mais recente, a oogénese nos carrapatos esta dividida
em cinco estagios distintos. Esta divisdo ¢ baseada no critério utilizado por Balashov (1983) e
na deposicdo de substancias no vitelo, levando em consideragdo a aparéncia do citoplasma;
presenca de vesicula germinal, que representa o ntcleo do odcito; presenga, quantidade e
constitui¢do dos granulos de vitelo e a presenca do corion, que ¢ uma fina membrana que
envolve os anexos embrionarios (DENARDI et al., 2004).

Em R. (B.) microplus a oogénese foi estudada com caracteristicas detalhadas da
morfologia e composi¢ao do ovario e dos odcitos. Nesta espécie, os 0dcitos comegam a se
desenvolver em ninfas alimentadas, estes sdo chamados de odcitos primarios (estagio I), estao
no periodo de pré-vitelogénese inicial, sdo pequenos e possuem conteudo citoplasmatico
homogéneo. Apds o inicio da alimentacdo hematdfaga da fémea adulta, os o6citos entram no
estagio de pré-vitelogénese tardia (estagio II), no qual uma fina granulacdo pode ser
observada no citoplasma. A vitelogénese ocorre nos estagios IIl e IV da oogénese, os quais
sdo caracterizados por um grande aumento no volume dos odcitos e pelo surgimento de
granulos de vitelo maiores, provenientes da fusdo dos granulos menores. No estidgio V, o
odcito apresenta o citoplasma completamente preenchido por granulos de vitelo, estd bem
desenvolvido e pronto para a oviposi¢ao. Além dos cinco estagios cldssicos, esta espécie de
carrapato apresenta o estagio VI, no qual os odcitos sdo caracterizados por uma aparéncia
atipica, como se alguns componentes celulares estivessem sendo submetidos a um processo
degenerativo e/ou de reabsorcdo, além de desorganizacdo do citoplasma e contorno irregular
(SAITO et al., 2005).

As proteinas sdo encontradas em todos os estagios de desenvolvimento dos odcitos,
aparecendo nos granulos de vitelo nos estdgios V e VI. Lipidios sdo encontrados nas
membranas plasmadtica, nuclear e no coérion dos oocitos de R. (B.) microplus. A concentracao
deste substrato varia de acordo com o estagio de desenvolvimento, estando presentes nos
espagos entre os granulos de vitelo nos estagios III a VI. Os polissacarideos sdo incorporados
gradualmente, ¢ nos estadgios mais desenvolvidos provavelmente formam complexos com
lipidios e proteinas (SAITO et al., 2005).

Na maioria dos Ixodidae, os odcitos menos avancados sdo encontrados geralmente no
sulco longitudinal, enquanto os mais avangados estdo mais distantes da fenda (DENARDI et
al., 2004; OLIVEIRA et al., 2005; SAITO et al., 2005; SANCHES et al., 2010). Este
mecanismo garante que o periodo de vitelogénese, ovulagdo e oviposi¢cdo no carrapato seja
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prolongado por dias ou semanas. Este prolongamento tem algumas vantagens definidas, pois
o recurso extracelular do material do vitelo presumivelmente ndo pode ser sintetizado e
exportado a uma taxa na qual permita a vitelogénese de todos os odcitos a0 mesmo tempo.
Além disso, levando-se em consideragdo o espaco restrito dentro do ducto genital, e o tempo
necessario para a manipulacdo individual dos ovos durante a sua impermeabilizagcdo pelo
orgdo de Gene, a falta de sincronismo da vitelogénese e ovulacdo deve ser uma vantagem
seletiva para a eficiéncia reprodutiva de um grande grupo de ovos. Aumentando assim a
probabilidade da sobrevivéncia da populacdo de carrapatos (SONENSHINE, 1991).

2.4.3 Vitelogénese

Vitelogénese ¢ um termo utilizado tanto para a sintese de Vg como para a captagdo
desta pelos odcitos. A Vg é precursora da proteina de reserva mais importante dos ovos de
ixodideos, a Vt. Em carrapatos a maior parte da Vg ¢ sintetizada fora do ovario, como no
corpo gorduroso e intestino (CHINZEL YANO, 1985; ROSELL; CONSS, 1990). Nos ovarios,
as células responsaveis pela sintese de Vg sdo as células foliculares, que circundam os odcitos
(NIJHOUT, 1994).

De acordo com Rosell e Coons (1991a) as Vt’s sdo lipoglicofosfoproteinas formadas
por seis a nove subunidades que variam entre 35 e 160 kDa cada, sendo considerada de alto
peso molecular. Cerca de 90% da proteina total presente nos granulos de vitelo dos ovos de
carrapatos correspondem a Vt. A presenca de heme na Vt é derivada da digestdo da
hemoglobina do hospedeiro pela tele6gina e confere aos ovos de carrapato a cor marrom
escura.

A Vg ¢ produzida e exportada para hemolinfa pelo corpo gorduroso (ROSELL;
COONS, 1992; JAMES; OLIVER, 1999; THOMPSON et al., 2007), intestino (COONS et al.,
1982;. AGBEDE et al., 1986) e¢ ovarios (AVARRE et al., 2003; SERRANO-PINTO et al.,
2004). Esta sintese ¢ estimulada pelos hormoénios ecdisteréides (FRIESEN; KAUFMAN,
2002; THOMPSON et al., 2005; SEIXAS et al., 2008), que sdo produzidos através do
estimulo do repasto sanguineo (FRIESEN; KAUFMAN, 2009). Em seguida, a Vg ¢
transferida para os odcitos em desenvolvimento através de endocitose mediada por receptores
(MITCHELL et al., 2007; BOLDBAATAR et al., 2008).

Ap6s ser capturada pelos oocitos, a Vg sofre alteragdes como glicosilacdo (adicao de
sacarideos), sulfatagdo (adicdo de um grupo sulfato), e fosforilagdo (adicdo de um grupo
fosfato), sendo incorporada ao vitelo e passando a se chamar Vt (WYATT, 1980;
ENGELMANN, 1990). A principal diferenca entre Vt e Vg consiste na quantidade de lipidios
totais, lipidios neutros e fosfolipidios associados as proteinas (CHINO et al., 1977; ROSELL;
COONS, 1991b). Além disso, os agucares manose ¢ glicosamina se encontram ligados a Vt
(ROSELL; COONS, 1991b). Por isso, um dos mecanismos mais importantes ¢ a sintese e a
absor¢do de proteinas, carboidratos e lipidios. Estes substratos podem ser sintetizados
endogenamente pelos odcitos e / ou produzidos pelo corpo gorduroso, intestino ou células do
pedicelo para depois serem transportados aos oocitos por endocitose através da hemolinfa
(RICARDO et al., 2007). Ja incorporados ao vitelo estes mesmos substratos podem estar
livres ou ligados quimicamente a outros compostos (RAMAMURTY, 1968; DENARDI et al.,
2004).

Nos odcitos de R. sanguineus, além de lipidios e proteinas, foram encontrados
polissacarideos (OLIVEIRA et al., 2005). Enquanto Balashov (1983) relatou que o vitelo dos
odcitos seria composto, provavelmente, de proteinas e lipidios. Segundo a literatura, os
polissacarideos sdo freqiientemente encontrados nas células do corpo gorduroso de alguns
artropodes (CRUZ-LANDIM, 1985). Estes mesmos substratos sdo observados em trofocitos
de fémeas parcialmente ingurgitadas de A. cajennense. No entanto, a concentragdo deste
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elemento ocorre apenas em algumas regides da célula, sugerindo que logo apos a sintese o
material seja liberado na hemolinfa, e apenas pequenas quantidades permanecam armazenadas
na célula (DENARDI et al., 2009). De acordo com Ricardo et al. (2007), os polissacarideos
encontrados em oo6citos de Amblyomma triste Koch, 1844 podem ser produzidos pelos
mesmos; ou se originarem nas células do pedicelo, que podem produzir carboidratos ou ainda
atuar na absor¢do deste composto para que estes sejam transportados para os odcitos. Nao
foram investigados polissacarideos em oocitos de R. (B.) microplus.

2.4.4 Ovulacio e maturacio do odcito no trato genital

Se adequadamente fertilizadas, fémeas ingurgitadas de carrapatos iniciam a ovula¢ao
dentro de uma a duas semanas depois de iniciada a alimentacdo. Como a ovulacdo ¢ continua,
odcitos acumulam no lumen do ovario ou do utero, e essas regides podem iniciar uma grande
distensdo. Nos ovidutos, entretanto, os oocitos tendem a ser alinhados um atras do outro em
forma de cordao de pérolas (SONENSHINE, 1991).

Depois da copula, as fémeas de ixodideos estocam o espermatdforo, contendo os
espermatozdides dos machos, em um grande tero ou em uma expansao na por¢ao cervical da
vagina (OBENCHAIN; GALUN, 1982). Segundo Balashov (1968), a fertilizagdo dos
carrapatos ocorre na parte ampular do oviduto das teledginas, onde os espermioforos se
acumulam. Apos o odcito entrar na ampola do oviduto, uma porcdo da espessa membrana
externa do oocito ¢ dissolvida pelo espermatozdide para penetracdo do nucleo. Apos
fertilizacdo, o pro-nicleo masculino estimula o recomecgo da divisdo de maturagdao do odcito
primario. A segunda divisdo de maturagdo (clivagem) e a unido dos pro-nicleos masculino e
feminino ocorrem somente apds a postura (OBENCHAIN; GALUN, 1982).

2.4.5 Embriogénese

O desenvolvimento embriondrio de R. (B.) microplus se completa em
aproximadamente 21 dias quando os ovos sdo mantidos a 27 = 1° C, UR > 80% e escotofase.
Até o quinto dia apds a postura, o embrido se encontra na fase de sincicio, quando ¢ uma
massa de citoplasma contendo varios nucleos envolvidos por uma uUnica membrana
plasmatica. Mas no quarto dia comegam a ocorrer divisdes mitdticas, e no sexto dia a
celularizagdo ja pode ser observada, confirmando a fase de blastoderme. A partir do sétimo
dia o embrido ja estd claramente distinguido da membrana extra-embriondria e a segmentacao
¢ evidente (CAMPOS et al., 2006).

O rapido desenvolvimento do embrido requer um suporte energético prontamente
disponivel. Como dito anteriormente, a nutricdo do embrido fica a cargo das proteinas,
lipidios e carboidratos estocados pelo odcito em granulos de vitelo durante o seu
amadurecimento no ovario (CAMPOS et al., 2006). Estes granulos armazenam Vt, que é o
substrato, e as enzimas necessarias para a sua degradacdo (FAGOTTO, 1990; SAPPINGTON;
RAIKHEL, 1998). A degradagdo enzimatica da Vt para nutrigdo do embrido (FAGOTTO,
1990; LOGULLO et al., 1998; SORGINE et al., 2000; SEIXAS, et al., 2003; FIALHO et al.,
2005) ¢ disparada durante a embriogénese, através da acidificacdo dos granulos de vitelo,
que ativam as enzimas proteoliticas (FAGOTTO, 1991; LIU et al., 1996; CHO et al., 1999;
ABREU et al., 2004).

Recentemente foram descobertas outras possiveis fontes de energia para o
desenvolvimento do embrido de R. (B.) microplus: os carboidratos e lipidios (CAMPOS et al.,
2006; MORAES et al, 2007). Estes substratos ainda sdo pouco estudados durante a
embriogénese, mas a quantificagdo dos principais constituintes dos ovos no curso do
desenvolvimento embriondrio sugere que lipidios e carboidratos sdo as principais fontes de
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energia dos ovos, principalmente no inicio da embriogénese. Uma acentuada diminui¢do no
conteudo de lipidios totais ocorre entre o quinto e o sétimo dia de desenvolvimento, sugerindo
que os lipidios sdo a principal fonte de energia para a celularizagdo. Em seguida, entre o
sétimo e o nono dia ocorre uma queda brusca no conteudo de carboidratos, que sdo utilizados
durante o periodo de segmentagdo morfologica do embrido (CAMPOS et al., 2006).

Apesar da utilizacdo dos carboidratos nas primeiras etapas de forma¢ao do embrido, o
conteudo de glicose nos ovos € baixo nos primeiros dias de embriogénese, € aumenta somente
apods o nono dia de desenvolvimento. A concentracdo de glicogénio, por sua vez, ¢ maior no
primeiro dia de desenvolvimento (cerca de 140 ng/ovo, que correspondem a 2,8ug/mg de
ovos), esse glicogénio ¢ consumido nos primeiros sete dias de desenvolvimento, caindo
progressivamente até quase chegar a zero no sétimo dia, em seguida ¢ re-sintetizado e por
volta do décimo segundo dia apds a postura ultrapassa a concentracdo do inicio da
embriogénese, voltando a cair até o dia da eclosdo (MORAES et al., 2007).

Ainda de acordo com Moraes et al. (2007) depois da formagdo da blastoderme, um
estagio de intensa degradacdo da aminoacidos ¢ iniciado. A guanina é o produto de excre¢ao
do nitrogénio produzido durante a degrada¢do de aminoacidos em aracnideos. Sendo assim
uma grande concentracdo de guanina pode ser observada nos ovos em estagios finais da
embriogénese (URICH, 1990). No mesmo periodo ¢ observado um aumento no conteudo de
glicose, que indica a atividade de uma enzima participante da gliconeogénese, a
fosfoenolpiruvato-carboxiquinase (PEPCK). Isto sugere que o aumento de glicose no fim do
periodo de embriogénese ¢ obtido pelo catabolismo de aminodcidos. Este processo ¢
acompanhado por uma significativa ressintese de glicogénio (MORAES et al., 2007).

2.5 Composiciao dos Ovos

Em se tratando de carrapatos, poucos estudos tém focado na identificacdo dos lipidios
presentes nos ovos. Em Dermacentor andersoni (Stiles, 1908) foram analisadas as
composi¢des de dcidos graxos nas fémeas, ovos e larvas (MAROUN; KAMEL, 1973), sendo,
para cada estagio, encontrados cinco acidos graxos em maior quantidade: acido palmitico,
estedrico, oléico, linoléico e outro 4&cido graxo que ndo foi identificado. Durante a
embriogénese, a concentragdo dos acidos graxos totais diminuiu bruscamente antes da eclos@o
das larvas, enfatizando a utilizacdo desses como um recurso de energia para eclosdo.

Em 1977, Hussein e Kamal verificaram que nos ovos, larvas e hemolinfa das fémeas
de D. andersoni quatro classes de fosfolipidios eram predominantes: fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, esfingomielina e lisofosfatidilcolina; também foram detectados
fosfatidilinositol, difosfatidilglicerol e 4cido fosfatidico, porém em baixas quantidades. Ainda,
na hemolinfa da fémea a concentracio de lisofosfatidilcolina foi quatro vezes maior durante a
postura do que no ingurgitamento e nos ovos durante a embriogénese, com diminuicdo em
cerca de 10% em sua concentragdo nos ovos de terceiro dia havendo posteriormente um
aumento de 250%.

Ovos de Boophilus decoloratus (Koch, 1844) foram analisados quanto a composicao
de lipidios (IWUALA et al., 1979), 4cidos graxos e glicogénio (IWUALA et al., 1981)
durante a postura. Foram identificados sete grupos de lipidios: fosfolipidios; acidos graxos
livres; monoglicerideos; diglicerideos, triglicerideos, ésteres de colesterol e colesterol. Em
relacdo aos acidos graxos livres nos ovos de B. decoloratus IWUALA et al., 1981) durante a
postura observou-se uma queda progressiva em sua concentracdo, chegando a menos de um
terco apoés trinta dias de oviposi¢do quando comparado ao inicio da postura. Em relagdo ao
glicogénio, a média contida por mg de ovos diminuiu muito rapidamente apds o inicio da
postura se tornando indetectdvel ao final da oviposi¢do. Perfis similares para acidos graxos
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livres e glicogénio foram observados pelos mesmos autores (IWUALA et al., 1981) em
Amblyomma variegatum (Fabricius, 1794).

Ao analisar lipidios em ovos de Argas (Persicargas) arboreus Kaiser, Hoogstraal and
Kohls, 1964 Maroun (1972) encontrou fosfolipidios, esterois livres, triglicerideos, ésteres de
colesterol, acidos graxos livres, monoglicerideos e diglicerideos. Sendo também constatado
que a concentragdo de esterdis nao foi alterada durante o desenvolvimento embrionario, e que
a quantidade de acido palmitico foi maior em ovos do que em larvas. Com relacdo aos
fosfolipidios, foram detectados fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, esfingomielina,
lisofosfatidilcolina, em maiores concentracdes; além de fosfatidilinositol, difosfatidilglicerol e
acido fosfatidico (HUSSEIN; KAMAL, 1977).

Em outra espécie de Argasidae, Argas (Persicargas) persicus (Oken, 1818), foram
detectados nos ovos fosfolipidios, esterois livres, triglicerideos, ésteres de colesterol, acidos
graxos livres, além de mono e diglicerideos (MAROUN, 1972).

Em relagdo a R. (B.) microplus, foi realizada investigacdo quantitativa das gorduras
totais e esterois nas fémeas durante a alimentacdo, digestao e oviposicdo (KITAOKA, 1961).
Onde foi verificado que a utilizagdo dos esterdis pela fémea esta relacionada com o tempo de
repasto sanguineo e o nimero de ovos. Ceras cuticulares foram investigadas por Gilby (1957),
que verificou uma alta concentragdo de colesterdis e ésteres de colesterol, além das cadeias
longas de acidos e alcodis normalmente presentes.

Em pesquisa mais recente, proteinas dos ovos de R. (B.) microplus foram avaliadas
nos diferentes dias de postura através de analise do perfil eletroforético. Foi verificado que
algumas proteinas se tornam indetectaveis a medida que se aproxima o fim da oviposi¢ao
(RAIA, 2007). Nesta espécie, este ¢ o unico trabalho relacionando o ritmo bioldgico da
postura com a deposi¢do de nutrientes pela fémea. Outros trabalhos disponibilizam dados
sobre enzimas envolvidas no metabolismo de glicogénio (LOGULLO et al., 2009).

Levando em consideragdo a importincia dos lipidios e carboidratos no
desenvolvimento dos embrides ¢ dados de biologia ainda ndo compreendidos do ponto de
vista fisiologico; e em continuidade aos estudos sobre mecanismos intrinsecos que tém
influéncia sobre a biologia da oviposi¢do, este estudo teve como objetivo avaliar se a
concentragdo dos lipidios totais, trigliceridios, colesterol, glicose e glicogénio; bem como, a
composicao e perfis dos lipidios neutros e fosfolipidios nos ovos de R. (B.) microplus variam
durante a oviposi¢do; e se essa variacdo pode ser associada as diferencas de eclodibilidade
larval observadas na literatura.

Desta forma, em carrapatos, pela primeira vez se estd correlacionando o ritmo
bioldgico da postura com a deposigdo de lipidios e carboidratos pela fémea.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local de Execucio

Esse projeto foi desenvolvido no Laboratério de Ixodologia localizado na Estagdo para
Pesquisas Parasitologicas Wilhelm Otto Neitz e no Laboratorio de Acarologia, pertencentes
ao Departamento de Parasitologia Animal; Laboratério de Biofisica e Quimica Fisioldgica do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas. Todos patrimonios da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro; Laboratorio de Bioquimica de Lipidios, pertencente ao Instituto de
Bioquimica Médica do Centro de Ciéncias da Satde da Universidade Federal do Rio de
Janeiro.

3.2 Origem e Manutencio dos Ixodideos no Laboratodrio
3.2.1 Origem

Os carrapatos utilizados no experimento foram gentilmente cedidos pelo Laboratdrio
de Controle Microbioldgico de Ixodideos do Departamento de Parasitologia da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, onde as fémeas de R. (B.) microplus foram obtidas a partir de
infestagdo artificial em bezerros mesticos, de ambos os sexos, alimentados com ragdo
peletizada propria para a espécie (“Ternerina), capim Brachiaria sp e agua ad libitum. Os
bezerros infestados ndo estavam infectados com hemoparasitos e foram acomodados em
baias, as quais dificultavam o contato dos bezerros com carrapatos do ambiente. Em todas as
etapas do experimento foram respeitadas as normas da Sociedade Brasileira de Ciéncias em
Animais de Laboratorio (SBCAL).

3.2.2 Manutenc¢iao das fémeas ingurgitadas no laboratorio

Apods desprenderem-se naturalmente, as fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus
foram lavadas em solug¢ao de hipoclorito a 1,0 %, enxaguadas em agua corrente ¢ secas em
papel toalha. As fémeas limpas foram pesadas em balancga analitica e em seguida coladas com
esparadrapo em decubito dorsal em placas de Petri, que foram acondicionadas em estufa para
demanda biologica de oxigénio (B. O. D.) sob condig¢des controladas (27 + 1°C, 80 + 5% UR,
escotofase). Durante a pesagem foram selecionadas para o experimento fémeas com pesos
entre 151 e 360 mg, totalizando 409 teledginas, pois de acordo com Borges et al. (2001)
fémeas desta faixa de peso apresentam melhores indices de conversdo em ovos. No mesmo
horério, a cada 24 horas, as fémeas eram observadas para que o inicio da oviposi¢do fosse
detectado.

3.3 Obtenciao das Amostras

Das 409 fémeas de R. (B.) microplus mantidas na BOD, 366, com peso médio e desvio
padrao de 269,4 + 36,6mg, iniciaram a postura concomitantemente no terceiro dia apds a
queda. Usando a mesma metodologia de observacao a cada 24 horas, toda a massa de ovos
depositada por cada fémea neste intervalo, era retirada e misturada as demais. Desta mistura
foram coletadas trés amostras, duas de 50mg; uma para dosagem de lipidios totais, colesterol,
trigliceridio e glicose (Amostra 1), outra para HPTLC (Amostra 2); a terceira amostra, de
1,0g, foi utilizada para dosagem de glicogénio (Amostra 3).
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Todas as amostras foram acondicionadas em microtubos e preservadas imediatamente
em freezer a —20°C. Assim, o desenvolvimento embrionario foi interrompido e amostras
diarias com mesma idade embrioldgica (< 24 h) foram obtidas até o término da postura.

Visto que ha um decréscimo natural da deposi¢do de ovos apds o pico da postura, a
partir do décimo primeiro dia de oviposi¢do as posturas diarias de R. (B.) microplus nao
atingiram 100 mg. Sendo assim, as cromatografias foram realizadas com ovos postos até o
nono dia de postura. Apés o décimo primeiro dia de oviposi¢do o peso total das posturas
diarias ndo chegou aos 50 mg coletados no primeiro dia. Por isso, as dosagens de lipidios
totais, colesterol, trigliceridios e glicose foram realizadas do primeiro ao décimo dia de
postura. A utilizacdo de fémeas que iniciaram postura na mesma data garantiu que os ovos do
“pool” coletado diariamente correspondessem ao mesmo dia de postura de cada teledgina.

3.4 Técnicas de Dosagem

Para realizagdo das analises as amostras foram descongeladas em temperatura ambiente e
maceradas em 1,0 mL de 4gua destilada, para que nenhum reagente interferisse nas
metodologias utilizadas. Todas as dosagens foram feitas em triplicata e os resultados foram
expressos em valores médios de pg de substrato/mg de ovos.

3.4.1 Lipidios totais

A dosagem de lipidios totais foi realizada através de técnica com utilizacdo do
reagente de fosfo-vanilina, preparado através da administragdo de 800 mL de acido fosférico
(H3PO4) concentrado em 200 mL de solugdo de vanilina a 0,6% (FRINGS;DUNN, 1970).

Durante a realizagdo da técnica foram adicionados 2,0 mL de acido sulfurico
concentrado (H,SO4) em tubos de ensaio contendo 0,1 mL de amostra macerada como
descrito anteriormente. Em seguida estes tubos foram agitados em banho de gelo durante 10
min, logo apos 0,1 mL foi transferido para um tubo contendo 5,0 mL do reagente de fosfo-
vanilina. Estes tubos foram agitados e incubados a 37° C por 15 min. A leitura foi feita em
espectrofotometro (*BEL-Photonics, modelo 1105) a 525 nm.

3.4.2 Colesterol total

A dosagem de colesterol total foi realizada através de determinacdo colorimétrica com
a utilizagdo de kit enzimatico de ponto final (“Katal). Neste método, os ésteres de colesterol
da amostra s3o hidrolisados pela colesterol esterase produzindo colesterol livre. Este, em
presenga da colesterol oxidase e de oxigénio, produz peroxido de hidrogénio que pela acao da
peroxidase em presenca de fenol e 4-aminoantipirina produz um composto réseo-avermelhado
(quinonimina).

Para a dosagem foram acrescentados 0,01 mL de cada amostra em tubos de ensaio
contendo 1,0 mL do reagente enzimatico. Estes tubos foram homogeneizados e colocados em
banho-maria a 37° C durante 10 min. O mesmo foi realizado com o padrdo, uma solugio
aquosa contendo colesterol a 200 mg/dL e azida sodica a 0,1 g/dL.

As absorbancias de cada amostra foram determinadas em espectrofotdmetro (“BEL-
Photonics, modelo 1105) a 500 nm.

3.4.3 Trigliceridios

A dosagem de trigliceridios foi realizada através de determinacao colorimétrica com a
utilizagdo de kit enzimatico de ponto final (*Katal). Neste método os trigliceridios da amostra
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sao hidrolisados pela lipase lipoproteica produzindo glicerol livre. Este ¢ fosforilado pela
glicerol quinase cujo produto sofre a acdo da glicerol-P-oxidase a qual em presenca de
oxigénio, produz peroxido de hidrogénio. Este, sob a acdo da peroxidase em presenca de um
reagente fenolico (p-clorofenol) e 4-aminoantipirina, produz um composto réseo-avermelhado
(quinonimina).

Para a dosagem foram acrescentados 0,01 mL de cada amostra em tubos de ensaio
contendo um mL do reagente enzimatico. Estes tubos foram homogeneizados e colocados em
banho-maria a 37° C durante 10 minutos. O mesmo foi realizado com o padrdo, uma solugio
aquosa contendo glicerol em quantidade equivalente a 200 mg/dL em trigliceridios e azida
sodicaa 0,1 g/dL.

Em seguida as absorbancias foram determinadas em espectrofotometro (“BEL-
Photonics, modelo 1105) em 500 nm.

3.4.4 Glicose

A dosagem de glicose foi realizada através de determinagdo colorimétrica com a
utilizagdo de kit enzimatico de ponto final (“Katal). Neste método a glicose da amostra sofre a
acdo da glicose oxidase em presenca de oxigénio produzindo peroxido de hidrogénio; este, em
presenga de fenol e de 4-aminoantipirina, sofre a ac¢do da peroxidase produzindo a
quinonimina, um composto roseo-avermelhado com maximo de absor¢ao em 505 nm.

Para realizacdo da técnica foram acrescentados 0,01 mL de cada amostra em tubos de
ensaio contendo um mL do reagente enzimatico. Estes tubos foram homogeneizados e
colocados em banho-maria a 37° C durante 10 minutos. O mesmo foi realizado com o padrio,
uma solucdo a 0,25% de acido benzodico contendo glicose a 100 mg/dL.

Em seguida as absorbancias foram determinadas em espectrofotometro (“BEL-
Photonics, modelo 1105) em 505 nm.

3.4.5 Glicogénio

Todas as etapas da dosagem de glicogénio foram realizadas de acordo com Pinheiro e
Gomes (1994).

3.4.5.1 Extracao

Para a extracdo, 1,0 g de ovos de cada dia de postura ainda no primeiro dia de embriogénese
foram macerados em 10 mL de solugdo a 10% de acido tricloroacético. Em seguida o
homogeneizado foi centrifugado a 1.310 xg durante 5 min em temperatura ambiente. O
sobrenadante foi filtrado em papel filtro previamente umedecido e mantido por 5min em
banho-maria a 40° C. Apos os tubos esfriarem foram adicionados 2,0 mL de etanol absoluto
gelado para cada mL do sobrenadante. A solucdo contida nos tubos foi homogeneizada por
inversdo ¢ mantida em banho de gelo picado durante 15 min. Logo apds foi centrifugada a
11.270 xg por 10min a 4° C e desprezado o sobrenadante. O precipitado foi ressuspenso em
2,0 mL de agua destilada. Este material foi congelado a -20° C.

3.4.5.2 Hidrolise

Na etapa de hidrolise o material congelado anteriormente foi descongelado em
temperatura ambiente e uma aliquota de 1,0 mL da suspensao foi transferida para um tubo de
ensaio com tampa de rosca e adicionado 1,0 mL de acido cloridrico (HCI) IN. Em seguida o
tubo foi aquecido a 100° C por 30 min.
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3.4.5.3 Neutralizacao

Para neutralizacdo os tubos foram esfriados a temperatura ambiente ¢ em seguida
alcalinizados com 1,0 mL de hidréxido de s6dio (NaOH) IM. O pH foi verificado através de
fitas indicadoras ¢ a dosagem foi realizada apds constatacdo de que o mesmo estava acima de
7.

3.4.5.4 Dosagem

Esta foi realizada a partir de uma aliquota de 1,0 mL do hidrolisado transferida para um
tubo de ensaio. A este foi adicionado 1,0 mL de reativo acido 3,5 dinitrosalicilico (3,5 DNS) e
em seguida os tubos foram aquecidos a 100° C por 5 min. Apos este procedimento o volume
de solugdo foi aumentado para 15 mL e a absorbancia foi lida em espectrofotdmetro (*BEL-
Photonics, modelo 1105) a 540 nm. As dosagens foram realizadas em triplicata e os
resultados foram comparados com padrdes de D-glicose nas concentragdes de 0,1; 0,2 ¢ 0,4
mg/mL. Para andlise estatistica os resultados foram expressos em valores médios de pg de
glicogénio/mg de ovos.

3.5 Analise Estatistica

Os resultados das dosagens foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis, as comparagdes multiplas foram feitas pelo teste de Dunn através do programa Instat.
A relacdo entre as concentragdes dos substratos e os dias de postura foi avaliada através de
Regressao polinomial pelo programa GraphPad.

3.6 Analise de Lipidios
3.6.1 Dosagem de proteinas

Com o objetivo de padronizar a quantidade de proteinas presente em cada amostra durante
a extragdo de lipidios, foi realizada a dosagem de proteinas pelo método do reagente de Folin
(LOWRY etal., 1951).

3.6.2 Extracao de lipidios

Os lipidios foram extraidos usando o método de Bligh e Dyer (1959). Para isso foram
adicionados volumes de amostras proporcionais a 3,0 mg de proteinas em tubos de extra¢ao
de lipidios. Em seguida o volume foi completado para 800 pL com 4agua destilada,
posteriormente foram acrescentados 3,0 mL de uma mistura contendo metanol:cloroféormio
(2:1 v/v). Apds agitac@o continua durante duas horas, as solu¢des foram centrifugadas por 15
min a 1.900 xg em centrifuga clinica (IEC HN-SII) e o sobrenadante, contendo os lipidios, foi
separado do precipitado. O precipitado foi submetido a uma segunda extragdo, na qual foram
adicionados outros 3,0 mL da mesma mistura de solventes, seguindo-se agitacdo intermitente
por mais uma hora, e nova centrifugacdo. Os sobrenadantes foram unificados e a eles
adicionados 1,0 mL de agua destilada ¢ 1,0 mL de cloroféormio. Apés 40s de agitagdo, o
material foi novamente centrifugado a 1.900 xg por 30 min. Apos a centrifugacdo as solugcdes
de amostras e solventes apresentaram-se divididas em duas fases. A fase inferior (organica),
contendo os lipidios, foi entdo separada com auxilio de seringa de vidro e transferida para
tubos de reagdo tipo “eppendorfs” novos, resistentes a solventes organicos (Axygen Scientific
Inc., Union City, CA, USA). O solvente foi evaporado por arraste de nitrogénio gasoso (N»).
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A massa de lipidios totais obtida foi mensurada, com auxilio de balanca analitica, pela
diferenca existente entre “eppendorfs” apos e antes da evaporagdo do solvente.

3.6.3 Cromatografia em camada delgada de alto desempenho (HPTLC)

Para a analise do perfil de lipidios neutros e fosfolipidios contidos nos ovos de R. (B.)
microplus de diferentes dias de postura, as amostras extraidas foram analisadas por
cromatografia em camada delgada de alto desempenho (HPTLC) em placa de silica com 8 cm
de altura (Silica Gel, 60F,s4, Merck KGaA., Frankfurt, DS, Alemanha). Antes da aplicacao
das amostras na silica foi acrescentado a cada “eppendorf” volume apropriado de cloroférmio
para deixar a solugdo de lipidios na concentragdo de 50 pg/pL. foram aplicados 300 pg de
lipidios de cada amostra nas HPTLC's.

As cromatografias unidimensionais de lipidios neutros correram em duas etapas
(MANGOLD, 1969), o sistema de solventes utilizado para a primeira etapa, quando os
lipidios das amostras sdo arrastados até metade da altura da silica, foi hexano:éter
etilico:acido acético (60:40:1 v/v) (VOGEL et al, 1962). Depois da corrida a placa de silica
foi deixada sobre bancada em temperatura ambiente, durante aproximadamente 1 h, para
evaporac¢do dos solventes. A segunda etapa da corrida foi realizada com solug¢do de solventes
contendo hexano:cloroférmio:éacido acético (80:20:1 v/v) (MANGOLD, 1969), nesta etapa os
lipidios foram arrastados pelo solvente por toda a extensdo da placa de silica.

As cromatografias unidimensionais de fosfolipidios correram em uma unica fase e o
sistema de solventes utilizado foi cloroférmio: acetona: metanol: acido acético: agua
(40:15:13:12:8 v/v) (RUIZ; OCHOA, 1997).

Nos dois tipos de cromatografia os lipidios foram identificados através de comparagdo
com padrdes comerciais nas concentragdes de 5,0 mg/mL (Sigma-Aldrich Corp, St Louis,
MO, USA). Foram aplicados 5 pg de cada padrdo. Apods as corridas e evaporacdo dos
solventes das silicas as HPTLC's foram borrifadas com solug¢ao de “charring” constituida de
sulfato de cobre (CuSO,) a 10% e 4cido fosforico (H3PO,) a 8%, apos secas as mesmas foram
aquecidas a 170° C por 5-10 min entre placas de vidro (RUIZ; OCHOA, 1997).

Depois de frias, ainda sem desmontar a estrutura de aquecimento, as HPTLC’s foram
escaneadas em aparelho de escaner convencional e a densitometria foi realizada através do
programa Image Master Total Lab.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Concentracdes de Lipidios e Carboidratos

As concentragdes médias e os desvios padrbes do conteido de lipidios totais,
trigliceridios, colesterol, glicose e glicogénio em pg/mg de ovos, de acordo o dia da postura,
estdo na Tabela 1. O célculo do desvio padrdo foi realizado para deteccdo de possiveis erros
metodoldgicos durante a dosagem dos substratos. Nota-se que os trigliceridios e o colesterol
representam uma pequena parcela dos lipidios totais presentes em ovos de R. (B.) microplus
de diferentes dias de postura. Os dois juntos constituem entre 1,2 e 2,29% dos lipidios totais
dos ovos postos no ambiente, dependendo do dia analisado.

Tabela 1. Conteudo de substratos em pg/mg dos ovos Rhipicephalus (Boophilus) microplus
de diferentes dias de postura e com desenvolvimento embrionario estacionado nas primeiras
24 h.

Concentracédo de substrato em pg/mg de ovos

Dia de .- : «
(Media = Desvio Padréo)
postura
Lipidios Totais  Colesterol  Trigliceridios Glicose Glicogénio

1 336,8 + 30,7 48+1,8 29+14 28+0,6 0,7 £ 0,07
2 335,3+104,2 21+14 28+0,9 58+4,1 0,7 £0,09
3 350,1+31,3 22+0,3 20+12 15+04 0,7+£0,2
4 383,4+£84,6 2,1+0,7 29+0,5 16+0,8 2,1+0,3
5 294,0 + 46,1 16+0,9 21+0,3 2,1+0,6 0,6+0,3
6 264,4+9,.2 36+0,7 18+15 15+0,5 04+0,2
7 296,9 £ 29,1 37+10 2,7+0,9 16+0,9 1,4+0,2
8 305,8 +27,0 22+0,7 30+13 51+32 0,3+ 0,09
9 325,0+£33,3 2,3+0,6 1,7+0,8 58+39 04+04
10 316,1 + 15,6 2,6+0,7 1,7+15 29+14 -

4.1.1 Dosagem de lipidios totais

De acordo com a anélise estatistica as concentracfes de lipidios totais ndo sofreram
alteracdes significativas ao longo da postura (p>0,05). O teste de regressdo polinomial de
quarta ordem ndo constatou relacdo entre o dia da postura e a quantidade de lipidios totais
presente em um miligrama de ovos (Figura 1).

Assim pode-se observar que a quantidade de lipidios totais depositada nos ovos varia
pouco durante a postura, e mesmo sem significancia estatistica observa-se que 0s grupos de
ovos com maior taxa de eclodibilidade larval (ovipostos nos dias 5, 6 e 7 de postura) tiveram
a menor quantidade de lipidios totais. Sendo assim, sdo necessarios estudos para esclarecer
gual a quantidade minima de lipidios totais necessarios para um desenvolvimento embrionario
satisfatorio. Pois de acordo com Campos et al. (2006) este substrato € a principal fonte de
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energia para o desenvolvimento do embrido no inicio da embriogénese. Isto pode ser
constatado através da observacdo da diminui¢cdo do contetdo de lipidios totais entre o quinto e
0 sétimo dia de desenvolvimento. Indicando a importancia deste substrato para a reproducao.
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Figura 1. Concentracdo de lipidios totais em micrograma por miligrama de ovos de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus por dia de postura sob condigdes controladas de
laboratério (27+1°C, 80£5% UR, escotofase).

4.1.2 Dosagem de Colesterol

Neste estudo, a analise estatistica ndo apontou diferenca significativa entre o conteido
de colesterol dos ovos de R. (B.) microplus (p>0,05), assim como ndo houve relacdo deste
com o dia da oviposicao através da analise de regressao polinomial de terceira ordem (Figura
2). Apesar da falta de significancia estatistica, atraves do grafico podemos observar uma
ligeira queda progressiva na concentragao deste substrato nos ovos colocados no ambiente em
diferentes dias de postura.
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Figura 2. Concentracdo de colesterol em micrograma por miligrama de ovos de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus por dia de postura sob condi¢cdes controladas de
laboratério (27+1°C, 80+5% UR, escotofase).

Insetos necessitam de uma quantidade relativamente alta de esteréis e durante o seu
desenvolvimento, uma concentracdo constante € observada em seus tecidos (CLAYTON,
1964), sugerindo que a maior parte da dieta de esterdis € utilizada como elemento da estrutura
celular. Pois em mamiferos o colesterol livre possui funcdo indispensavel na manutencéo de
estruturas de membrana, estando presente na membrana das células vermelhas, no reticulo
endoplasmatico, nas mitocondrias e seus derivados e em maior quantidade na bainha de
mielina dos nervos (VOET et al., 2000).

Em R. (B.) microplus o contetdo de colesterol foi analisado em ovos e em fémeas
antes e apos a postura (CHERRY, 1976). O autor constatou que a quantidade de colesterol
presente nas teledginas foi diretamente proporcional ao peso e aproximadamente um terco foi
transferido para os ovos. Sendo assim, ovos oriundos de fémeas mais pesadas tiveram um
contetdo maior de colesterol/mg, contudo a média encontrada foi de 1,50 mg/g de ovos com
amplitude de 1,45 — 1,55 mg/g e o autor ndo mencionou se houve diferenca significativa entre
0 contetido de colesterol nos ovos de fémeas com diferentes faixas de peso. Somente parte do
colesterol mantido pelas teledginas foi constatado nas fémeas apos a postura, indicando que
parte deste substrato é utilizado para as fungdes metabolicas da fémea ou como fonte
energeética para a manutengdo da postura. Ndo houve mencao sobre a metodologia de coleta,
ndo sendo relatado o dia de postura em que os ovos foram coletados, e nem mesmo o periodo
embrionario dos ovos no momento da quantificacdo do colesterol.

A amplitude dos desvios padrbes observados na Figura 2 pode ser consequéncia do
intervalo de pesos das fémeas otimizadas, que foi de 151 a 360 mg, de acordo com Cherry
(1976) a concentracédo de colesterol nos ovos é dependente do peso da fémea antes da postura.
Sendo assim ndo podemos descartar a hipotese de influéncia do colesterol na eclodibilidade
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larval de ovos de diferentes dias de postura. Por isso, seria interessante a realizacao de estudos
utilizando grupos de fémeas de diferentes faixas de peso para melhor averiguar a significancia
das alteracBes observadas no grafico da concentracdo de colesterol nos ovos por dia de
postura (Figura 2). Pois como 0s ovos sdo estruturas leves e pequenas (LABRUNA et al,
1997), alteracbes de sua composicdo em principio insignificantes podem ter grandes
consequéncias bioldgicas.

Apesar da aparente falta de comparabilidade entre os resultados, podemos observar
que estes sdo proximos aos encontrados por Cherry (1976). Uma possivel explicacdo para a
diferenca entre as concentracdes de colesterol nos dois experimentos seria o fato de que parte
do contetido de colesterol dos ovos utilizados por Cherry (1976) ja estivessem sido utilizados
devido alteracOes caracteristicas ao desenvolvimento do embrido.

Estes resultados demonstram a importancia do colesterol durante a fase reprodutiva
dos carrapatos. E importante a realizacdo de estudos que comprovem a funcdo do colesterol
nos ovos de ixodideos durante o periodo de desenvolvimento embrionario.

4.1.3 Dosagem de trigliceridios

A anélise das concentracfes de trigliceridios em ovos de diferentes dias de postura
através do teste de Kruskal-Wallis ndo constatou diferenca significativa no contetdo deste
substrato nos ovos (p>0,05). Através do teste de regressdo polinomial de terceira ordem nao
foi constatada relacéo entre os dias de postura e a quantidade de trigliceridios presente em um
miligrama de ovos (Figura 3).
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Figura 3. Concentracdo de trigliceridios em micrograma por miligrama de ovos de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus por dia de postura sob condi¢des controladas de
laboratério (27+1°C, 80+5% UR, escotofase).
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Os triglicerideos sdo a principal fonte de energia dos animais e, portanto devem servir
também como fonte energética para o desenvolvimento larval. Estes lipideos geralmente ndo
estdo envolvidos com sinalizacdo celular (VOET et al., 2000), um evento que deve ser o
direcionador da taxa de eclodibilidade diferencial durante os dias de postura., portanto a
auséncia de diferencas quanto as suas concentracGes de triglicerideos em diferentes dias de
postura é um dado corroborativo com essa idéia.

4.1.4 Dosagem de glicose e glicogénio

N&o foram detectadas diferencas significativas nas concentragdes de glicose (Figura 4)
e glicogénio (Figura 5) ao longo da postura de acordo com o teste de Kruskal-Wallis. A partir
do teste de regressao polinomial de quarta ordem pode-se observar que ndo ha relacdo entre o
dia da postura e a concentracdo destes substratos nos ovos de R. (B.) microplus.

Os acUcares ou carboidratos, como a glicose, foram descobertos recentemente como
outras possiveis fontes de energia para o desenvolvimento do embrido de R. (B.) microplus
(CAMPOS et al., 2006; MORAES et al., 2007). Estes substratos ainda sdo pouco estudados
durante a embriogénese, mas a quantificacdo dos principais constituintes dos ovos no curso do
desenvolvimento embrionario sugere que lipidios e carboidratos sejam as principais fontes de
energia dos ovos, principalmente no inicio da embriogénese. Uma acentuada diminui¢do no
contetdo de lipidios totais ocorre entre o quinto e o sétimo dia de desenvolvimento, sugerindo
que os lipidios sdo a principal fonte de energia para a celularizacdo. Em seguida, entre o
sétimo e 0 nono dia ocorre uma queda brusca no contetdo de carboidratos, utilizados durante
0 periodo de segmentacdo morfoldgica do embrido (CAMPOS et al., 2006).

Apesar da utilizacdo dos carboidratos nas primeiras etapas de formagdo do embrido, o
conteddo de glicose nos ovos é baixo nos primeiros dias de embriogénese, e aumenta somente
apo6s o nono dia de desenvolvimento. A concentracdo de glicogénio, por sua vez, € maior no
primeiro dia de desenvolvimento (cerca de 140 ng/ovo, que correspondem a 2,8ug/mg de
ovos), sendo consumido nos primeiros sete dias, caindo progressivamente até quase chegar a
zero no sétimo dia, em seguida o glicogénio é re-sintetizado e por volta do décimo segundo
dia de embriogénese ultrapassa a concentracao do primeiro dia de desenvolvimento, voltando
a cair até o dia da eclosdo (MORAES et al., 2007).

Gliconeogénese € a via metabdlica pela qual se produz glicose por meio da conversao
de compostos ndo glicidicos, como o &cido latico. Neste caso, os precursores da glicose sdo 0
lactato, piruvato, alguns aminoéacidos e glicerol. Sendo o dltimo liberado pela hidrélise dos
trigliceridios. Durante a embriogénese de R. (B.) microplus, depois da formacdo da
blastoderme, um estagio de intensa degradagdo da amino&cidos é iniciado (MORAES et al.,
2007). Durante a degradacdo de aminoacidos em aracnideos € produzido nitrogénio, que é
excretado sob a forma de guanina (URICH, 1990). Em ixodideos uma grande quantidade de
guanina pode ser observada nos ovos em estagios finais da embriogénese. Neste mesmo
periodo um aumento no contetdo de glicose, indicando a atividade de uma enzima
participante da gliconeogénese, a fosfoenolpiruvato-carboxiquinase (PEPCK). Isto sugere que
0 aumento de glicose no fim do periodo de embriogénese é obtido pelo catabolismo de
aminoacidos, uma vez que estes oferecem o esqueleto carbdnico para a glicose que esta sendo
sintetizada. Concomitantemente pode-se observar uma significativa ressintese de glicogénio
(MORAES et al., 2007). Neste trabalho, as concentracGes de glicose e glicogénio foram
consideradas muito baixas nos ovos de primeiro dia de todo o periodo de postura,
corroborando os achados de Moraes et al. (2007).

Estes achados ndo corroboram as observac6es de Iwuala et al. (1981) para dosagem de
glicogénio nos ovos de B. decoloratus e A. variegatum. Ja que para estes foi observada uma
elevada concentracdo inicial de glicogénio nos ovos postos no primeiro dia de oviposigéo,
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seguidos por uma queda progressiva na concentracdo deste substrato nos ovos dos dias
seguintes até chegar a zero nos ovos do ultimo dia de postura. Estas diferengas podem ser
explicadas pelo fato de que os autores podem nédo ter interrompido o desenvolvimento
embrionério, ja que ndo mencionam a metodologia utilizada para tal.
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Figura 4. Concentracdo de glicose em micrograma por miligrama de ovos de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus por dia de postura sob condi¢Bes controladas de laboratério (27+1°C,
80+5% UR, escotofase).
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Figura 5. Concentracdo de glicogénio em micrograma por miligrama de ovos de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus por dia de postura sob condigdes controladas de
laboratério (27+1°C, 80£5% UR, escotofase).

4.2 Composicao de Lipidios Neutros

O perfil de lipidios neutros foi avaliado através de densitometria das HPTLC's (Figura
6). Foram detectados seis tipos de lipidios neutros (Tabela 2). De acordo com os dados da
Tabela 2, pode-se observar que os ovos de R. (B.) microplus postos em diferentes dias ndo
apresentaram alteracdes significativas na composicéo de lipidios neutros, a excecdo dos ovos
do quinto dia, nos quais ndo foram identificadas quantidades significativas de colesterol
esterificado (CHOE) (Figura 7). Nesses ovos foram observados percentuais um pouco mais
elevados de hidrocarbonetos (HC s e diglicerideos + colesterol livre (DG+CHO) do que em
ovos de outros dias de postura. Para determinar exatamente o percentual de DG e CHO sera
necessario utilizar uma nova técnica de separacdo, pois na HPTLC esses dois substratos nao
puderam ser observados separadamente.

De forma simplificada, o colesterol é formado a partir da ciclizacdo do esqualeno, um
HC que contem 30 atomos de carbono (C3) (STRYER, 1996). Apesar do HC das amostras
ndo ter sido identificado, pode-se especular que os odcitos precursores dos ovos postos no dia
em questdo absorveram apenas pequena gquantidade de CHO livre, ou ainda que as moléculas
de CHO produzidas atrav s dos s absorvidos ainda n&o haviam sido esterificados no
momento do congelamento, que ocorreu em menos de 24 h apos a postura. De acordo com
dados de biologia, ovos do quinto dia de postura de R. (B.) microplus apresentam o maior
percentual de eclosdo quando comparados aos ovos postos em outros dias (HITCHCOCK,
1955; BENNETT, 1974). A relacdo entre a variagdo destes substratos também pode ser
observada nos ovos do segundo dia de postura, quando o percentual de DG+CHO pode ser
considerado baixo, o de CHOE esta em sua quantidade mais elevada e a quantidade de HC é
uma das maiores observadas nos ovos postos em diferentes dias. Desta forma, como este é
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um estudo pioneiro com relacdo a ovos postos em diferentes dias de postura em R. (B.)
microplus , ainda s&o necessarios estudos especificos para avaliar a fungdo e a vantagem da
sintese posterior de CHOE nos ovos do quinto dia de oviposicéo.

Ja foram estudados lipidios em ovos de outros carrapatos. Além dos lipidios
observados nos ovos R. (B.) microplus, em ovos de B. decoloratus (IWUALA, et al., 1979) e
nos argasideos A. (P.) arboreus e A. (P.) persicus (MAROUN, 1972), através de
cromatografia de camada delgada, foi constatada a presenca de monoglicerideos (MG), o que
diverge dos dados encontrados para R. (B.) microplus. Outro dado divergente esta relacionado
ao comportameno dos acidos graxos ( s). De acordo com Iwuala et al. (1981) este lipidio
apresentou queda progressiva nos ovos de B. decoloratus e A. variegatum durante o periodo
de postura, chegando a menos de um terco apos trinta dias de oviposicdo. Neste trabalho foi
o servada ma concentra o inconstante de s nos ovos postos ao lon o do periodo de
postura observado (Figura 6).

Tabela 2. Percentual de lipidios neutros dos ovos de Rhipicephalus (Boophilus) microplus
ovipostos em diferentes dias de postura.

Percentual de Lipidios Neutros por Dia de Postura

Lipidios
Neutros
10 20 30 40 50 60 70 80 90
HC 42 38 36 38 44 34 41 43 31
CHOE 15 18 17 18 0 14 15 17 11
TG 16 17 19 16 21 21 16 15 11
FA 14 16 12 13 14 11 12 11 13

DG+CHO 13 11 16 15 21 20 16 14 12

Total 100 100 100 100 100 100 100 100 100

I ———
*HC - hidrocarboneto; CHOE - colesterol esterificado; TG — triglicerideos; FA — acido graxo; DG+CHO -
diacilglicerol + colesterol livre.
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Figura 6. HTPLC de lipidios neutros contidos nos ovos de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus de diferentes dias de postura. HC - hidrocarboneto; CHOE - colesterol
esterificado; TG — triglicerideos; FA — &cido graxo; DG+CHO - diacilglicerol + colesterol
livre; 1-9 — Dias da postura dos ovos.
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Figura 7. Variacdo de lipidios neutros dos ovos de Rhipicephalus (Boophilus) microplus de
diferentes dias de postura. HC — hidrocarboneto; CHOE - colesterol esterificado; TG —
triglicerideos; FA — acido graxo; DG+CHO — diacilglicerol + colesterol livre.
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4.3 Composicao de Fosfolipidios

Ao analisar os fosfolipidios dos ovos de R. (B.) microplus de diferentes dias de postura
foi constatada a presenca de cinco diferentes tipos deste substrato (Figura 8). A variacdo
destes substratos esté discriminada na Tabela 3.

Tabela 3. Percentual de fosfolipidios presentes nos ovos de Rhipicephalus (Boophilus)

microplus ovipostos em diferentes dias de oviposicao.
|

Percentual dos Fosfolipidios por Dia de Postura

Fosfolipidios

10 20 30 40 50 6° 7° 8° 90

PA 20 28 23 23 20 23 19 19 21

PE 31 30 35 33 34 41 38 40 39

PC 24 23 24 27 25 5 26 26 27

Pl 14 11 10 9 10 22 17 15 13

SM 11 8 8 8 11 9 0 0 0
Total 100 100 100 100 100 100 100 100 100

|
*PA — acido fosfatidico; PE — fosfatidiletanolamina; PC — fosfatidilcolina; Pl — fosfatidilinusitol; SM —
esfingomielina.

Dentre os fosfolipidios encontrados destaca-se a SM, por ndo ter sido detectada nos
0Vvos postos a partir do sétimo dia de oviposi¢do (Figura 4). De acordo com dados de biologia
a diminuicdo da eclodibilidade larval comeca a ocorrer a partir dos ovos postos no sétimo dia
de oviposicdo, sendo agravada nos ovos do oitavo dia em diante (HITCHCOCK, 1955;
BENNETT, 1974) chegando a zero nos ovos postos nos Gltimos dias de postura (BENNETT,
1974).

As SM’s sdo ceramidas classificadas como esfingofosfolipidios (VOET et al., 2000), e
sdo o0 substrato mais abundante da sua classe. Os esfingolipidios sdo moléculas que
apresentam propriedades anfipaticas, isto €, tanto hidrofébicas como hidrofilicas, o que lhes
permite desempenhar um papel importante na formagdo de membranas biologicas
(LEHNINGER, 1984). Desta forma, € importante investigar a real necessidade de SM nos
ovos de R. (B.) microlus, pois este substrato ndo é encontrado nos ovos apartir do momento
em que os dados bioldgicos mostram dificuldades de perpetuacdo da espécie.

Os fosfolipidios também foram encontrados em ovos de D. andersoni (HUSSEISN;
KAMAL, 1977), B. decoloratus (IWUALA et al., 1981) e nos argasideos A. (P.) arboreus e
A. (P.) persicus (MAROUN, 1972). No segundo e no ultimo apenas a presenca de
fosfolipidios foi detectada, enquanto no primeiro e no terceiro além dos fosfolipidios
presentes em R. (B.) microplus também foram detectados lisofosfatidilcolina e
difosfatidilglicerol.
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Figura 8. HTPLC de fosfolipidios contidos nos ovos de Rhipicephalus (Boophilus) microplus
de diferentes dias de postura. PA — &cido fosfatidico; PE — fosfatidiletanolamina; PC —
fosfatidilcolina; Pl — fosfatidilinusitol; SM — esfingomielina; 1-9 — Dias de postura dos ovos.
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Figura 9. Variacdo de fosfolipidios dos ovos de Rhipicephalus (Boophilus) microplus de
diferentes dias de postura. PA — acido fosfatidico; PE — fosfatidiletanolamina; PC —
fosfatidilcolina; PI — fosfatidilinusitol; SM — esfingomielina.
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5 CONCLUSOES

Pela primeira vez foi descrita a composicdo de lipidios e foram quantificados os
carboidratos em ovos de R. (B.) microplus de diferentes dias de postura;

As alteracGes nas concentracfes de lipidios totais, colesterol, trigliceridios, glicose e
glicogénio nos ovos dos carrapatos R. (B.) microplus ao longo dos dias de postura ndo sdo
significativas, por isso néo interferem na eclodibilidade larval dos ovos de diferentes dias de
postura;

A auséncia de colesterol esterificado nos ovos postos no quinto dia apds o inicio da
postura pode estar relacionada com a elevada taxa de eclosdo larval ja documentada para ovos
postos neste dia de postura;

A auséncia de esfingomielina nos ovos postos a partir do sétimo dia de postura pode
estar relacionada com a baixa eclodibilidade dos ovos dos ultimos dias de postura;

S&0 necessarios estudos em que a oferta desses lipidios seja variada para grupos de
fémeas com diferentes faixas de peso para que se possa avaliar a verdadeira importancia dos
lipidios na eclodibilidade larval em ovos de diferentes dias de postura.
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