UFRRJ

INSTITUTO DE VETERINARIA

CURSO DE POS-GRADUACAQO EM CIENCIAS
VETERINARIAS

DISSERTACAO

Avaliacao Quantitativa e Qualitativa das Proteinas
dos Ovos de Rhipicephalus (Boophilus) micropluse
Rhipicephalus (Rhipicephalus) sanguineus (Acari:
| xodidae) Durante a Oviposicéo e Embriogénse.

Vanessa de Almeida Raia

2007



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA ,
PROGRAMA DE POSGRADUAGAO EM CIENCIASVETERINARIAS

AVALIACAO QUANTITATIVA E QUALITATIVA DASPROTEINASDOSOVOS
DE RHIPICEPHALUS (BOOPHILUS) MICROPLUS E RHIPICEPHALUS (RHIPICEPHALUS)
SANGUINEUS (ACARI: | XODIDAE) DURANTE A OVIPOSICAO E EMBRIOGENSE.

VANESSA DE ALMEIDA RAIA

Sob a Orientacao da Professora
KétiaMaria Famadas

e Co-orientacao do Dr
Walter Flausino

Dissertacéo  submetida  como
requisito parcial para obtencdo do
grau de Mestre em Ciéncias
Veterinarias, no Curso de Pos-
Graduagdo ~  em Ciéncias
Veterindrias, Area de Concentracéo
em Parasitologia Animal.

Seropédica, RJ
Fevereiro de 2007



595. 42
R149a

Rai a, Vanessa de Al neida, 1980-
Aval iacdo quantitativa e qualitativa das

pr ot ei nas dos ovos de Rhi pi cephal us
(Boophi I us) m cropl us e Rhi pi cephal us
( Rhi pi cephal us) sanguineus (Acari: |xodidae)

durante a oviposicao e enbriogénese / Vanessa
de Al neida Raia. — 2007
55 f. : il.

Orientador: Katia Maria Famadas.

Di ssertacdo (nestrado) — Universi dade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Instituto de
Vet eri nari a.

Bi bliografia: f. 33-38.

1. Carrapato — Teses. 2. Boophi | us
m croplus - Avaliacdo - Teses. 3. Boophilus
m croplus — Ovos — Avaliacdo — Teses. 4. Ovos
— I ncubacdo — Teses. 5. Eletroforese — Teses.
l. Famadas, Kati a Mari a, 1961. Il
Uni ver si dade Federal Rural do Ri o de Janeiro.
Instituto de Veterinaria. Il1l. Titulo.




UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA ) ,
CURSO DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIASVETERINARIAS

VANESSA DE ALMEIDA RAIA

Dissertacdo submetida como requisito parcial para obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias
Veterindrias, no Curso de Pos-Graduacdo em Ciéncias Veterinérias, area de Concentracdo em
Parasitologia Animal.

DISSERTACAO APROVADA EM 26/ 03 /2007

K &tiaMaria Famadas. (Ph.D) UFRRJ

_7%";:; :&-:4{_. //Z?f i / /éf;;t{ﬁ@{f

Adriana Rayol Pedrenho. (Dr.) UFRRJ

LY 24

Vadomiro Bellato. (Dr.) UDESC




Dedico as pessoas que estdo ap meu
lado ndo importa 0 rumo que eu siga, as
guais anmo muito e fago tudo por elas
Minha mae, Ké&ia Regina, minha irma,
Viviane; meu amor, Hercules e minha avo
Mainha (in memorian).



AGRADECIMENTOS

A DEUS, que tornou este trabalho possivel quase como um milagre, colocando no lugar
€ No tempo certo pessoas dispostas a solucionar os problemas encontrados no caminho;

A minha MAE KATIA eIRMA VIVIANE, que me amam e torcem por mim, também as
amo muito e agradeco todos os dias por VOcés estarem comigo;

Ao HERCULES, que desde que nos encontramos estd ao meu lado minimizando as
dificuldades e dando forga pra seguirmos a diante juntos;

A minha SoGRA CIDA e & minha CUNHADA LUCIANA que me aceitaram e me
acolheram de bracos abertos, muitas vezes cuidando de mim;

A minha orientadora, KATIA MARIA FAMADAS, que me abriu as portas na pesquisa, e
me orientou desde 0 segundo periodo;

Ao WALTER FLAUSINO, pela sua co-orientacdo, paciéncia (mesmo quando tenta fingir
gue é mau) e enorme coracao;

A PROF. ADRIANA RAYOL PEDRENHO por ter sido a luz no fim do tinel aos “45 do
segundo tempo”;

A0 PROF. JAIRO PINHEIRO por ter estado sempre a disposicdo para retirar davidas e
solucionar problemas;

Aos amigos ELIANE PIRANDA e PAULO HENRIQUE CANGADO (LILI e PAULINHO) por
terem me “adotado” na Estagdo, e com a paciéncia de qguem ensina a um aluno de iniciacéo
me deixaram recorrer a eles em paratudo que foi preciso.

Ao PROF. ADIVALDO HENRIQUE DA FONSECA pelo laboratério cedido prontamente,
evitando a perda do experimento;

Ao PrROF. CARLOS WILSON GOMES LOPES por ter cedido parte do Laboratério de
Coccidios e Coccidioses pararealizagdo de parte do experimento;

Ao PROF. CARLOS LUIZ MASSARD pela concessdo do freezer para congelamento das
amostras;

As estagiérias e bolsistas do Laboratério de Ixodologia e Morfofisiologia de Acaros,
CARLA UZEDO, TATIANE KAWAMURA € MICHELE BARBOSA ;

Aos bolsistas e estagiarios do Laboratorio de Doenca Parasitarias (NATHALIE CUNHA,
RENATA MADUREIRA, JANIA RESENDE, FABIO JORGE MOREIRA, DANIEL GUEDES, CHARLES
PASSOS RANGEL, RAFAELLA CAMARA) pelo apoio e compreensio em momentos criticos;

Aos estagi&rios e bolsistas do Laboratorio de Coccidios e Coccidioses (GISELE
MEIRELES, JANAINA DA SOLEDAD , FABIANA VALADAO E PAULO ROBERTO) pela amizade e
companhia as vezes até depois do horério e nos fins de semang;

Aos Colegas do Curso de P6s Graduacdo em Ciéncias Veterind&rias e em
Microbiologia Veterinaria (ANA PAULA MORAES, CAMILA OLIVEIRA, RENATA RIBEIRO,
RAQUEL MOREIRA, RODNEY KOSLOVSKY E VANESSA DORO), obrigada pelas risadas na escada
da Parasito. Obrigada a ISABELE ANGELO e MARCOS FRANQUE pelo grupo de estudo antes da
selecdo, a ARISA MANDARINO, FABIOLA DO NASCIMENTO, VERONICA CARDOSO e GEIS
MARINE,

A0S AMIGOS conquistados durante a graduacéo que acompanharam todo este processo
torcendo por mim;

As“DIVAS’ que moram ou moraram na mesma casa que eu (RAQUEL LISBOA, RAQUEL
MOREIRA, RAQUEL SAUCIER, TAMARA E SOFIA FEJOLO) e seus respectivos namorados/maridos
pela compreensdo dos dias em que foi necessario maior concentracao;

Ao amigo Luis EDUARDO TAVARES (DuUDU) pela ajuda com o programa estatistico;

Ao amigo MARcCOS FABIO DE LIMA, gue iniciou este trabalho e deixou seu caderno
particular de protocolos como heranca;

A ELZA MIKA SUZUKI, por ter ensinado detalhadamente e com paciéncia as técnicas



utilizadas;

A0S FUNCIONARIOS das Secretarias dos Cursos de Pds Graduagdo em Ciéncias
Veterinarias e em Microbiologia Veterinaria;

A todos 0s FUNCIONARIOS da Estacdo para Pesquisas Parasitol6gicas W. O. Neitz;

A professora MARIA PAZ ABRAILA LOPESDE CRESPI e a0 funcionério PEDRO TIMOTIO,
do Instituto de Zootecnia - Setor de Cunicultura, pela cessfo de coelhos;

Aos CIDADOES BRASILEIROS, que pagam impostos, permitindo que parte deste recurso
fosse utilizada para fins legais no ensino e na pesquisa;

A COORDENAGAO DE APERFEICOAMENTO DE PESSOAL DE NiVEL SUPERIOR (CAPES)
pelo auxilio financeiro sob a forma de bolsa para realizacdo deste trabal ho.



BIOGRAFIA

VANESSA DE ALMEIDA RAIA, filha de Kétia Regina de Almeida Raia, nasceu no dia
12 de outubro de 1980, na cidade de Duque de Caxias, Estado do Rio de Janeiro. Concluiu o
ensino fundamental em 1994, na Associacdo Brasileira de Ensino Universitario (ABEU)
localizada na cidade de Belford Roxo, Rio de Janeiro. Em 1997, concluiu 0 ensino médio no
Ingtituto Iguacuano de Ensino, localizado na cidade de Nova Iguacu, Rio de Janeiro.

No ano de 1999, ingressou no curso de Medicina Veterindria da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), colando grau e obtendo o titulo de Médica Veterindria em
15 de maio de 2004.

Durante o periodo académico, redlizou estdgio em diversas areas e instituicoes,
participando de projetos de pesquisa no Laboratério de Morfofisiologia de Acaros, onde
participou de 15 publicacbes cientificas em congressos e eventos cientificos nacionais e
internacionais. Neste mesmo laboratorio, foi bolsista do Programa de Bolsas de Pré-Iniciacéo
Cientifica (Pré-IC UFRRJ) no ano de 2000, monitora da disciplina Zoologia Médica e
Parasitologia | em 2001 e bolsista de iniciagdo cientifica FAPERJ (Fundacdo Carlos Chagas
Filho de Amparo a Pesguisa do Estado do Rio de Janeiro) por dois anos consecutivos.

No ano de 2003, foi monitora voluntéria da disciplina Anestesiologia e Técnica
Cirargica ll durante as aulas préticas.

Em marcgo de 2005, ingressou no Curso de Pos-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias da
UFRRJ, Area de Concentracdo Parasitologia Animal, ao nivel de Mestrado, onde foi bolsista
CAPES de marco de 2004 afevereiro de 2007.



RESUMO

RAIA, Vanessa de Almeida. Avaliagdo Quantitativa e Qualitativa das Proteinas dos Ovos
de Rhipicephalus (Boophilus) microplus e Rhipicephalus (Rhipicephalus) sanguineus
(Acari: Ixodidae) Durante a Oviposicéo e Embriogénse. 2007. 44p. Dissertacdo (Mestrado

em Ciéncias Veterinarias, Parasitologia Animal). Instituto de Veterinria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2007.

Objetivando preencher algumas lacunas sobre mecanismos intrinsecos da biologia da
oviposicdo e embriogénese de R. (B.) microplus e R. (R) sanguineus foi avaliada a
variabilidade protéica dos ovos por dia de postura e incubacdo. Paratal, fémeas ingurgitadas
foram colocadas para efetuar postura em estufa biologica sob condigdes controladas (27 +
1°C, 80 + 5% UR, escotofase). Apos inicio da postura, amostras diérias de 50 mg de ovos
foram coletadas, acondicionadas e preservadas a —20°C, caracterizando o periodo de postura.
A partir de um “pool” de ovos recém colocados, foram obtidas aiquotas de 50 mg que
acondicionadas em tubos de “eppendorf” perfurados foram mantidas em estufa biol6gica nas
mesmas condi¢Bes controladas descritas acima. Desde a separacdo das aliquotas até o
surgimento da primeira larva, diariamente uma amostra foi transferida para freezer a -20°C,
obtendo-se assim ovos sequiencialmente em diferentes momentos da embriogénese. Para
dosagem das proteinas utilizourse 0 método de Bradford, e os perfis eletroforéticos foram
tracados através de eletroforese em gel de poliacrilamida. Os dados das concentracfes
protéicas foram correlacionados com os dias de postura e de embriogénese. Para isso,
utilizouse o coeficiente de correlacdo de Pearson (r), com os dados da concentracéo
transformados logaritimicamente [log (X+1)]. Os dados foram transformados ap6s o descarte
da normalidade (teste de Shapiro-Wilk). De modo geral as concentragdes das proteinas nos
ovos deR. (B.) micropluse R. (R.) sanguineus durante a postura mantiveram-se constantes até
0s Ultimos dias quando se observou aumento abrypto das concentracdes. Nas duas espécies,
foram observadas variagBes nas concentragdes das proteinas durante o periodo embrionério.
Ainda em ambas espécies, na andlise das bandas protéicas, 0 nUmero de bandas detectaveis
diminuiu ao longo do periodo de pogtura e embriogénese, sendo observado nos ultimos dias
surgimento de uma nova banda. Pode-se depreender que a variagdo na concentragdo das
proteinas dos ovos de R. (B.) micropluse R. (R) sanguineus esta correlacionada com os dias
de postura e incubacéo, através do aumento na concentracdo de proteinas a medida que o final
da postura e eclosdo da larva se aproximam. Devido as diferencas entre os perfis protéicos de
R (B.) microplus e R.(R.) sanguineus ao longo dos dias de postura, conclui-se que as
proteinas disponibilizadas aos ovos durante o periodo de postura sdo diferentes entre estas
duas espécies e que 0s zimogramas podem ser utilizados como marcadores fenéticos. Ainda
pode-se concluir que, ao longo da embriogénese, devido ao desaparecimento e surgimerto de
bandas protéicas, as proteinas disponiveis para 0 embrido de R. (B.) micropluse R.(R.)
sanguineus sdo biotransformadas de modo que ha um perfil de degradacdo particular para
cada espécie.

Palavras-chave: Carrapato, Postura, Eletroforese.



ABSTRACT

RAIA, Vanessa de Almeida. Quantitative and Qualitative Avaluation of Eggs Proteins of
Rhipicephalus (Boophilus) microplus and Rhipicephalus (Rhipicephalus) sanguineus
(Acari: Ixodidae) During Oviposition and Embryogenese. 2007. 44p. Dissertation (Master
Sciences Veterinary, Animal Parasitology) Veterinary Institute, Department of Animal
Parasitology, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2007.

To fill some gaps on intrinsic mechanisms of the biology of the oviposition and
embryogenesis of R. (B.) microplus and R. (R)) sanguineus, was evaluated the variability
protein in eggs per day of posture and incubation. For this, engorged female laid eggs in
controlled environment chamber (27 + 1°C, 80 *+ 5% UR, and darkness). As soon as the
female initiated the oviposition, egg samples of 50 mg was collected daily, conditioned in
eppendorf tube and preserved in freezer - 20°C, characterizing the period of posture. Samples
of 50 mg was removed from a fresh egg mixture and put in perforated eppendorf tube, kept in
environment chamber (27 + 1°C, 80 + 5% UR, and darkness). Daily, one tube was transferred
to freezer -20°C until the first larva hatch. Thus a sequence of different stage of
embryogenesis was obtained. The Bradford method was used to measure the protein
concentration and subsequently, the electrophoresis profiles was performed in SDS-PAGE.
The protein concentrations was correlated with the oviposition and embryogenesis days using
the Pearson (r) correlation and for this, the data was transformed in logarithmic value [log
(X+1)] after the normality to be discarded (test of Shapiro-Wilk). During oviposition the
protein concentrations of the eggs of R. (B.) microplus and R. (R.) sanguineus remained
constant until the last days when abrupt increase was observed. In both of species, variation in
the concentration of protein was observed during al embryonic period. The number of
detectable bands of proteins decreasing during oviposition and embryogenesis days, but in the
last days a new band was found. It can inferred that the proteins variation in the eggs of R.
(B.) microplus and R. (R) sanguineusis correlated with the days oviposition and incubation.
The ticks R (B.) microplus and R. (R.) snguineus have a different oviposition profile
proteins model that can be use as phenetic feature. As well, a different way of degradation of
protein for each species was characterized.

Key-words: Tick, Posture, Electrophoresis.
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1 INTRODUCAO

Carrapato € o segundo artrépode mais importante quando o enfoque é potencial de
transmissdo de agentes patogénicos. Além disso, em se tratando de carrapatos de animais
domeésticos, dentro de sistemas de producdo com cunho comercial, sua presenca tem gerado
prejuizos de grande magnitude, seja de maneira direta, gerando queda de produtividade,
morbidade ou mesmo mortalidade, ou indireta, devido aos gastos com produtos acaricidas ou
na terapia de doencas causadas por agentes transmitidos por eles. A exemplo disto foi
estimado que o carrapato dos bovinos, Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini,
1887), pode causar prejuizos anuais acima de dois bilhdes de délares.

Grande parte das pesquisas produzidas sobre carrapatos converge para um ponto
comum, seu controle, ja que até entdo os métodos utilizados nem sempre tém produzido
resultados esperados quando se pensa ha relacéo custo/beneficio.

Carrapatos sdo oviparos, e em se tratando dos ixodideos, evoluiram segundo um
processo de selecdo-r, onde utilizam como estratégia para perpetuacéo da espécie, a producao
de um grande nimero de zigotos, levando a oviposi¢céo de milhares de ovos que irdo resultar
na eclosdo de inimeras larvas. 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.
Como parasita obrigatorio e hematofago, a fémea Ixodida necessita do alimento como fonte
de nutrientes para desenvolvimento dos odcitos. Visto que a vitelina que nutre o embrido em
desenvolvimento e, em seguida a larva recém eclodida dos ovos, € resultante da digestéo da
hemoglobina do sangue do hospedeiro.

Fémeas de ixodideos depois de acasaladas, ingerem grande quantidade de sangue de
seus hospedeiros, cuja maior por¢éo de proteina é representada pela hemoglobina. Na luz do
intestino médio, a hemoglobina é lisada e absorvida pelas células intestinais onde ocorre uma
degradacdo lenta das proteinas do sangue do hospedeiro, que sdo convertidas em proteinas da
hemolinfa.

As proteinas da hemolinfa véo para o corpo gorduroso, que é o érgao responsavel pela
sintese da vitelogenina, que liberada na hemolinfa € seletivamente absorvida pelo odcito em
desenvolvimento via micropinocitose. Nos o0dcitos, a vitelogenina € estocada como vitelina
nos granulos da gema, que € afonte nutricional para o desenvolvimento do embri&o.

A vitelogenina € um complexo protéico formado por oito subunidades de proteina e €
considerada uma reserva de heme (parte da hemoglobina que contém ferro). No entanto, a
distribuicdo da vitelogenina pela hemolinfa e sua internalizacdo nos odcitos maduros ndo €
feita de maneira simulténea, pois a sintese do materia necessario para formacdo dos granulos
da gema néo é realizada em gquantidade suficiente para suprir e chegar a todos os odécitos ao
mesmo tempo. Esta pode ser a explicacdo para o fato do desenvolvimento e maturacéo dos
00citos no ova&rio ndo serem sincronizados, sendo observados num mesmo momento, 06citos
em diferentes estagios de desenvolvimento.

Estudos sobre a biologia da oviposicao e fatores abidticos que influenciam a postura e
eclodibilidade larval sdo bem desenvolvidos, contribuindo para utilizacdo de mecanismos
estratégicos de controle. Contudo, ainda existem lacunas no conhecimento dos fatores
fisiol 6gicos que podem explicar a biologia destas fases do ciclo dos carrapatos.

Uma das questBes fisiologicas que necessita ser elucidada diz respeito ao fator
intrinseco responsavel pela menor taxa de eclodibilidade larval nos ovos dos primeiros e dos
ultimos dias de postura. Embora escassos, estudos apontam para a baixa disponibilidade de
proteinas e outros nutriente fornecidos pela fémea, bem como espermatozoides insuficientes
para fertilizacdo. Merece destague que esses estudos ndo puderam explicar as menores taxas



de eclosdo nas posturas dos primeiros dias, quando a fémea esta repleta de nutrientes e de
espermatozdides em seu receptacul o.

Estudos isolados tém enfocado sobre a acdo das diferentes enzimas que degradam a
vitelina durante a embriogénese, como por exemplo, a tirosina fosfatase, cujo objetivo
principal reside na busca de mecanismos que possam ser utilizados como forma de controle
alternativo e, portanto, ndo analisando a questéo fisiologica dentro do fendbmeno biol dgico.
Nestes, foram tracados perfis individuais de degradacdo da vitelina para cada enzima, ndo se
obtendo, portanto, o perfil das alteracbes que ocorrem nas proteinas totais ao longo da
embriogénese.

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

Assim, dando sequiéncia aos estudos de biologia desenvolvidos pelo grupo de pesquisa
Acarologia Veterindria e objetivando preencher algumas lacunas sobre mecanismos
intrinsecos da biologia da oviposicdo e embriogénese, foi proposto avaliar a variabilidade
protéica durante o processo de oviposicdo e embriogénese, através da dosagem e dos perfis
eletroforéticos das proteinas contidas nos ovos de R. (B.) microplus e Rhipicephalus
(Rhipicephalus) sanguineus (Latreille, 1786).



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Anatomia do Sistema Reprodutor Feminino

De acordo com Sonenshine (1991), o sistema reprodutor feminino dos ixodideos
consiste de um ovario simples, ovidutos pareados, Utero, vagina subdividida em regido
cervical e vestibular, e um grande receptaculo seminal.

O ovério consiste de uma aca em forma de “U”, ou “U” invertido, dependendo da
espécie examinada e do estégio de desenvolvimento. O ovario € escavado, cujo lumen é
revestido por uma fina parede de células epiteliais, oogbnias e odcitos em varios estagios de
desenvolvimento. Correndo ao longo da superficie dorsal estd o sulco longitudinal onde se
concentram as oogobnias e odcitos primarios. No lado oposto ao sulco longitudinal, os odcitos
gue estéo em estagio de desenvolvimento mais avancado se conectam ao ovario através de um
fino funiculo e sua projecéo na parede em diregdo a hemocele confere ao ovario o aspecto de
cachos de uva (OBENCHAIN; GALUN, 1982; SONENSHINE, 1991).

O Utero é relativamente curto e ndo evidente em Metastriata. Mais a frente, um curto, e
curvado tubo conector descende do Utero para a vagina cervical, que é um tubo muscular
espesso e fortificado. Acima da vagina cervical esta a vagina vestibular, alinhada com uma
densa camada de cuticula, a qual conecta o sistema reprodutivo com o poro genital externo. A
vagina vestibular alarga-se durante a oviposicdo e prolapsa através do poro, facilitando a
deposicdo de ovos. Assim, a vagina vestibular serve como um ovipositor. Na jun¢éo das
regides cervical e vestibular da vagina encontra-se a glandula acessoria tri-lobada. Esta
glandula se expande durante a alimentacdo das fémeas, como resultado de crescimento e
proliferacdo celular, secretando uma substancia antioxidante para 0s ovos durante sua
passagem pela vagina. O 6rgdo de Gené estd localizado na cavidade dorsal do corpo e
localiza-se completamente separado dos 6rgéos do trato reprodutivo da fémea. Compreende
de duas a quatro estruturas saculares, alinhadas com a cuticula, estes saculos evertem durante
a oviposicao, formando projecdes em forma de dedos que revestem cada ovo com um
lubrificante ou graxa semi-solido, encerando assim os ovos (SONENSHINE, 1991).

2.2 Fisiologia da Oviposi¢ao e Embriogénese
2.2.1 Aspectos Gerais da Fisiologia da Oviposicéo

Para garantir o sucesso de sua reproducado, ixodideos necessitam ingerir uma enorme
guantidade de sangue durante o repasto sanguineo. Cada teledgina ingere em torno de trés
mililitros de sangue durante sua passagem no hospedeiro e transforma 60% de sua massa
corporal em ovos (GONZALES, 2002).

De acordo com Obenchain e Galun (1982), para acomodar a grande quantidade de
sangue ingerida, ocorre a expansdo da cuticula, com consideravel aumento da mesma durante
as Ultimas fases do ingurgitamento.

Para maximizar a quantidade de sangue ingerido, fémeas de carrapatos ixodideos
concentram 0 sangue ingerido através da eliminacdo de excesso de agua e ions através da
secrecdo das glandulas salivares. O sangue ingerido é digerido intracelularmente, sendo a
maioria das proteinas do sangue ingerida convertida em vitelogenina através de células
intestinais e/ou corpo gorduroso celular (OBENCHAIN; GALUN, 1982), ou ainda, somente
pelo corpo gorduroso (SONENSHINE, 1991).

Vitelogeninas sdo glicolipohemoproteinas, as quais depois de sintetizadas, sdo
liberadas na hemolinfa e transportadas para o ovario onde sdo seletivamente capturadas e
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estocadas pelo odcito (OBENCHAIN; GALUN, 1982). Estas proteinas séo a origem de
diversos metabdlitos durante a embriogénese e podem ser detectadas em larvas depois de até
guatro meses de eclodidas (CHINZEI; YANO, 1985).

Depois da copula, ixodideos estocam o endosperma, contendo esperma dos machos,
em um grande Utero ou em uma expansdo ha por¢do cervical da vagina (OBENCHAIN;
GALUN, 1982).

O periodo de grande crescimento citoplasmético no odécito pré-vitelogénico, comeca
com o inicio da hematofagia na fase adulta e termina com o aparecimento do primeiro granulo
da gema no citoplasma, geramente poucos dias apOs 0 inicio da alimentacdo. A fase
vitelogénica do o0cito comega com o aparecimento dos primeiros granulos da gema e termina
com aovulacdo. O ingurgitamento e descanso (periodo de pré-postura) sdo pré-requisitos para
completar a vitelogénese (OBENCHAIN; GALUN, 1982).

2.2.2 Formacéo dos gréanulos da gema

A gema parece ser formada tanto de recursos intracelulares quanto extracelulares
(AESCHLIMANN; HECKER, 1967; DIEHL, 1969, 1970; BRINTON; OLIVER, 1971;
JENNI, 1971). O material da gema de origem extracelular é internalizado em vesiculas ou em
tubos micropinocitéticos (BRINTON; OLIVER, 1971). Essas vesiculas subseqiientemente se
fusionam com outras formando os corpos multivesiculares que gradualmente perdem suas
membranas internas e, através de repetidas fusbes, sdo transformados em grandes e
homogéneos granulos da gema. Usando técnicas histoquimicas, Diehl (1970) demonstrou que
os granulos da gema de Or nithodorus moubata séo compostos de hemo-glico-lipoproteinas.

A lamina basa e o desenvolvimento precoce da casca do ovo formam barreiras
mecanicas que separam 0 o0cito da hemolinfa. Ainda assim, a lamina basal e a casca do ovo
permanecem permeaveis, mesmo para moléculas grandes como hemoglobina, proteinas da
gema, e possivelmente precursores da casca, 0s quais podem ser retirados da hemolinfa
através de micropinocitose (LEES;, BEAMENT, 1948).

Os odcitos do ovario do carrapato ndo tém desenvolvimento sincrénico durante a
vitelogérese, o0citos em estagios muito diferentes de desenvolvimento podem ser
encontrados a0 mesmo tempo. Em Ixodida, os odcitos menos avancados sdo encontrados
geramente no sulco longitudinal, os mais avangados estdo mais distantes da fenda. Este
mecanismo garante que o periodo de vitelogénese, ovulacdo e oviposi¢ao no carrapato sejam
prolongados por dias ou semanas. Este prolongamento tem algumas vantagens definidas, pois
0 recurso extracelular do material da gema presumivelmente ndo pode ser sintetizado e
exportado a precursores da gema a uma taxa no qual permite a vitelogénese nos locais de
todos os odcitos ab mesmo tempo. Além disso, sob o ponto de vista do espaco restrito dentro
do ducto genital e do tempo gasto necessé&rio para a manipulacéo individual dos ovos durante
a sua impermeabilizacéo através do 6rgao de Gené, esta prolongacdo minima da vitelogénese
e ovulacdo deve ser uma vantagem seletiva para a eficiéncia reprodutiva de um grande grupo
de ovos e, portanto, para 0 aumento da probabilidade da sobrevivéncia da populacéo de
carrapatos (SONENSHINE, 1991).

Varios autores estudaram as proteinas dos granulos da gema e a separacéo de diversas
proteinas através de técnicas de eetroforese e filtracdo em gel (BREMNER, 1959; RICK,
1959; DIEHL,1970; TATCHELL, 1971; BOCTOR; KAMEL, 1976; ARAMAN, 1979).
Todos estes autores apontam para a presenca de vitelina na gema (OBENCHAIN; GALUN,
1982).

Proteinas da gema contendo ferro, relatadas sob forma de heme-derivadas oriundas da
digestédo da hemoglobina, foram primeiro detectadas por Wigglesworth (1943) em ovos de O.
moubata e Ixodes ricinus. Bremner (1959) constatou que 5% do ferro ingerido passa para os
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ovos de B. microplus (= R. (B.) microplus) enquanto Kitaoka (1961) obteve estimativas da
ordem de 10%. Araman (1979) relatou que aproximadamente 6% do ferro ingerido é
transferido para os ovos de R. sanguineus (= R. (R.) sanguineus).

Estudos histoquimicos com O. moubata sugeriram gue as proteinas da gema sao
hemo-glico-lipoproteinas (DIEHL, 1970) e igua composto foi também relatado de ovos de
Dermacentor andersoni (BOCTOR; KAMEL, 1976), Hyalomma dromedarii (BASSAL,;
HEFNAWY ,1972), e R. sanguineus (ARAMAN, 1979).

Recursos exdgenos de vitelina sdo os mais documentados no desenvolvimento da
gema. Proteinas da hemolinfa (TATCHELL, 1971) e grandes proteinas como as
hemoglobinas (LEES;, BEAMENT, 1948) sdo facilmente incorporadas a0 desenvolvimento
dos odcitos, demonstrando a capacidade de levar proteinas exdgenas através da lamina basal
permedvel e da casca do ovo em desenvolvimento.

Hemo-glico-lipoproteinas podem ser demonstradas na hemolinfa de fémeas durante a
digestdo onde estas sdo e etroforéticamente e imunol 6gicamente similares as da vitelina dos
ovos (DIEHL, 1970; ARAMAN, 1979).

2.2.3 Ovulacéo e maturacao final do oocito no trato genital

Se adequadamente fertilizadas, fémeas ingurgitadas de carrapatos iniciam a ovulacéo
dentro de uma a duas semanas depois de iniciada a alimentagdo. Como a ovulacéo é continua,
odcitos acumulam no [imen do ovario ou do Utero, e essas regifes podem iniciar uma grande
distensdo. Nos ovidutos, entretanto, os odcitos tendem a ser alinhados um atréas do outro em
uma formagéo de corddo de pérolas.

Espermas maduros acumulamse preferencialmente no terco inferior dos ovidutos, e
alguns autores acreditam que como o odcito ovulado desce até a regido mais baixa do oviduto
a regido acrossdbmica de um dos espermatozéides vidvels dissolve a por¢do proteinécea da
casca dos ovos em formacao e libera seu nucleo dentro do o6cito (OBENCHAIN; GALUN,
1982).

Em O. moubata, o volume do oécito aumenta consideravel mente (cerca de 89%) apds
a passagem pela ampola devido a absorcédo de dgua (DIEHL,1970).

Uma indicacdo externa da iminéncia da oviposicdo em fémeas ingurgitadas de
ixodideos é a mudanca na forma do idiossoma (OBENCHAIN; GALUN, 1982).

Além das proteinas da gema, existem outras estruturas nos ovos que dependem da
presenca de proteinas para sua formacéo, como por exemplo, a casca, que emR. sanguineus €
composta principalmente de outras proteinas e talvez algumas pequenas areas espal hadas de
quitina (OBENCHAIN; GALUN, 1982).

2.2.4 Embriogénese

O ovulo ndo fertilizado € uma grande célula com nucleo central, citoplasma tomado
por inimeros granulos da gema dispersados dentro de um reticulo protoplasmético difuso. O
ovulo é cercado por uma membrana de vitelina e a casca dos ovos € coberta por uma camada
de cera (SONENSHINE, 1991).

Segundo Baashov (1968), a fertilizacdo dos carrapatos ocorre na parte ampular do
oviduto das teledginas, onde os espermioforos se acumulam. Apds 0 04cito primério entrar na
ampola do oviduto, uma por¢do da espessa membrana externa do odcito é dissolvida pelo
espermiéforo para penetragdo do nucleo. Apos fertilizacdo, o pré-nicleo masculino estimula o
recomeco da divisdo de maturacdo do odcito primario. A segunda divisdo de maturacdo
(clivagem) e a unido dos pro-nucleos masculino e feminino ocorrem apds a postura dos ovos.



A clivagem é superficial, como em outros acarinos. A divisdo nuclear resulta da
migracdo do nicleo para o citoplasma marginal. Nesta fase, ocorre 0 aumento do nimero de
células, sem que hgja aumento do volume total do ovo e as células originadas das divisdes
celulares ocorridas nos ovos sdo denominados blastdmeros, esses blastdmeros cercam uma
blastocele central, preenchida com granulos da gema. A unid dos blastbmeros com a
blastocele central forma a chamada periblastula, o que caracteriza o estagio de blastula
(SONENSHINE, 1991). Este estagio ocorre apos 24 horas de embriogénese, quando sete a
oito ciclos mitéticos foram completados. Durante o oitavo ou nono ciclo mitético, cada
blastdmero diferenciase em macrdmero interno, que contém os glébulos da gema e é
considerado o0 endoderma primario; e um micromero externo, uma camada fina de
micrémeros livres da gema. Alguns macrémeros estdo implicados na formacdo do epitélio do
intestino médio, que surge por volta do sexto dia (FAGOTTO et al., 1988).

A agregacdo das células blastodérmicas forma o lado ventral do embrido, este conjunto
de células forma o disco germinal, em forma de funil, o qual migra unidirecionalmente
estabelecendo o0 eixo de simetria bilateral. O disco germinativo forma a lamina endo-
mesodérmica, enquanto o blastoderma periférico forma o ectoderma do embrido. A formacéo
dessas laminas caracteriza a fase de gastrulagéo do embrido (SONENSHINE, 1991). O disco
germinal migra para trés estabelecendo o eixo definitivo de simetria bilateral (pdlo cefaico e
polo caudal), determinando, portanto, a simetria dorso-ventral e céfalo-caudal do embrido. A
formacao da banda germinativa e a subseqiente metamerizacao foram observadas aos quatro
dias apds a postura (SHIRAISHI et al., 1990).

A metamerizacdo ocorre depois da formacdo da géastrula. Esta fase € marcada pela
separacdo da banda germinativa em duas metades para formagdo do sulco ventral. Na parte
anterior ao sulco os metameros formam o acron, pedipal pos, queliceras, e as pernas comegam
a serem formadas, enquanto na parte posterior, a banda germina se divide em cinco
segmentos opistossomais e um telson terminal (SONENSHINE, 1991).

A contracdo longitudinal da banda germinativa constitui mais uma etapa no
desenvolvimento dos ovos de ixodideos, denominada blastocinese. Aeschlimann (1958),
afirma ser este o fendbmeno que possibilita a futura larva adquirir sua forma definitiva, de
acordo com 0s eixos Simétricos e polares ja anteriormente estabel ecidos.

Ao final da blastocinese, queliceras, pedipalpos e 0s primeiros trés pares de patas
crescem em direcdo ao centro da superficie ventral, enquanto as insercdes das coxas adotam
posicdo mais lateral. Podossoma e opistossoma formam, entdo, uma unidade morfolégica, o
idiossoma, enquanto 0s metdmeros anteriores e o0 acron formam o gnatossoma
(AESCHLIMANN; HESS, 1984). Outro evento desta fase sdo as expansdes coxais dos
pedipalpos direcionadas media mente que surgem depois da contragcdo da banda germinativa.

O processo fina que define as estruturas internas da futura larva € denominado
organogénese. Nesta fase 0 corddo do ganglio ventral se contrai, originando o singanglio
gtuado definitivamente sobre a segdo antero-ventral da banda germinativa. O saco reta
desenvolve a partir da invaginacdo do proctodeu dentro do telson e os tubulos pareados de
Malpighi se originam como uma dupla evaginacdo lateral do saco retal. Tanto os tabulos de
Malpighi, quanto a ampola retal estdo ativos no embrido desde o aparecimento de
excrementos de cristais brancos de guanina (AESCHLIMANN; HESS, 1984). O acumulo de
guanina no saco retal e a diferenciacdo das glandulas salivares foram observados por Shiraishi
et a. (1990), no oitavo dia de incubagdo dos ovos. No décimo segundo dia, foi observado o
desenvolvimento da larva com segmentacéo das pernas e formagdo das unhas. No décimo
guarto dia, foi observado o desaparecimento do quarto par de patas rudmentares e a conclusdo
da cuticula, quando finalmente no décimo sétimo dia, ocorreu a ecloséo larval.



2.3 Biologia da Oviposicdo e Embriogénese

Dipeolu (1991) a0 estudar sobre a oviposicdo, tamanho e forma dos ovos e
desenvolvimento embrionario de Dermacentor variabilis, R sanguineus e Amblyomma
maculatum, observou que o modelo de oviposicéo de R. sanguineus foi caracterizado por duas
curvas ao longo dos dias de postura. A curva tipo | observada em 81% dos espécimes
analisados caracteriza-se por uma postura com peguena quantidade de ovos nos primeiros dias
aumentando progressivamente até atingir um pico por volta do terceiro dia, e entdo, entra em
decréscimo até atingir o fina da oviposicdo. A curva do tipo Il foi caracterizada pelo pico de
postura no primeiro dia da oviposi¢aéo, com diminuicdo até o final da oviposicdo. Essa curva
foi representativa para 19% dos espécimes analisados. O autor ainda destaca que os modelos
de curva observados s&0 independentes em relacdo ao tipo de hospedeiro (cdo ou coelho) e a
capacidade de oviposi¢do das teledginas ser baixa ou alta. Em ambos 0os model os de curva, os
0VOsS postos nos Ultimos dias de oviposicdo foram mais leves quando comparados aos dos
demaisdias.

Visando avaliar o efeito de diferentes temperaturas no desenvolvimento de R.
sanguineus, Bellato e Daemon (1997) observaram 21 fémeas sob temperatura de 27 + 1°C e
umidade relativa superior a 80%, estas fémeas tiveram seu periodo de postura com duracéo
média de 13,71 + 0,49 dias com amplitude de variacdo de 9 a 18 dias. O peso inicia dessas
fémeas foi em média 178,8 + 6,10 (128,5 — 236,00) mg, com duracdo total do ciclo variando
de 68 a 111 com média de 83,09 dias, o ritmo de postura foi caracterizado por uma curva do
tipo Il conforme descrito por Dipeolu (1991).

A avaliagdo de parametros biol 6gicos ligados a oviposi¢éo sob as condicbes oferecidas
por Bellato e Daemon (1997) também foi empregada para B. microplus (LOUZADA;
DAEMON, 2003) no grupo controle durante a avaliacdo do efeito de diferentes tempos de
imersdo de teledginas em &gua destilada sendo, o peso inicial das fémeas em médiade 170, 18
+ 29,29 mg, o periodo médio de pré postura de 2,33 + 0,48 dias, o periodo médio de postura
11,26 + 2,86 dias, enquanto o periodo de incubacio de 24,53 + 0,83 dias. O IER (indice de
Eficiéncia Reprodutiva) e IEN (indice de Eficiéncia Nutricional) médios foram 53,44 + 7,19 e
82,82 £ 4,54, respectivamente. O percentual de eclosdo meédio observado foi 74,0 + 31,35%.
Com relacdo a curva de oviposicado, esta comegou baixa e subiu lentamente até que houve um
pico no 3° dia de postura, seguido por uma queda no 4° dia e um segundo pico maior no 5° dia
de postura, a partir de entdo, houve uma queda progressiva até o fim do periodo de
oViposi¢éo.

Gdlardo e Moraes (1999) estudaram parédmetros relativos a pré-oviposicao,
oviposicao, incubacdo dos ovos e geotropismo de B. microplus a 23 + 1°C, 85 + 10% de UR,
e 12:12 (D:N) horas de fotoperiodo. E com relacéo ao periodo de incubagdo foram observados
gue a emergéncia das larvas seguiu uma adem cronolégica inversa, eclodindo primeiro os
“pools’ de ovos postos pelas tel edginas no sexto dia. Devido a inversdo da ordem cronol égica
de emergéncia das larvas, as médias dos valores obtidos para periodo de incubacdo foram
37,57 e 42,12 dias para osdias seis e um respectivamente. A partir do sexto ao décimo quarto
dia, a emergéncia da larva ocorreu em uma sequiéncia légica com um tempo médio de 37,60
dias para cada “pool” de ovos. A partir do dia 14 ao dia 21, o tempo médio minimo de eclosdo
aumentou progressivamente entre 37,75 e 39,83 dias. Finalmente, entre os dias 21 e 24, o
tempo minimo obtido esteve entre 39,83 e 38,0 dias. Em geral, o tempo médio minimo de
eclosdo foi de 38,46 dias. A duracdo do tempo médio de oviposi¢éo da teledgina foi de 23,39
dias com uma amplitude de 14 a 34 dias durante os quais depositou uma meédia de 3.022 ovos.
O pico méaximo de oviposicdo ocorreu cinco dias depois de iniciado 0 processo com uma
média de 286 ovos/ dia/ teledgina o qual representou 9,51% da ovoposicdo total. Depois do
dia cinco a taxa de oviposicdo diminuiu progressivamente e aos 13,14 dias as teledginas
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haviam alcancado os 90% da oviposicdo total. O tempo médio de duracdo da fase néo
parasitéria de B. microplus correspondente a pré-oviposicdo, tempo minimo de ecloséo e
geotropismo negativo foi de 49,2 dias. A duracdo média dos periodos de pré-oviposicao,
tempo minimo de ecloséo e geotropismo negativo do carrapato B. microplus foi de 4,74,
38,46 e seis dias, respectivamente, para um total do ciclo no parasitério de 49,2 dias.

Borges et al. (2001), avaliou a influéncia do peso inicial e da estagdo do ano na
conversdo de ovos em fémeas B. microplus e verificou que ha uma relagdo curvilinea entre o
peso das fémeas e o |IER. Fémeas pesando entre 151 e 360 mg tiveram IER mais atos
(variando de 44,9% a 51,4%) do que aguelas mais leves, as quais apresentaram uma menor
capacidade de conversdo em ovos (variando de 31,4% a 39,0%). O peso das fémeas ndo
apresentou distribuicdo sazonal, variando de 175 a 262mg. A capacidade de converter o peso
em ovos foi maior nos meses do periodo seco (abril a setembro, 47,6% a 58,3%) do que nos
meses de periodo chuvoso (outubro a margo 40,2% a 43,6%). Para avaliacdo da influéncia da
estacdo do ano na conversdo de ovos em fémeas de B. microplus foram utilizadas apenas
fémeas pesando entre 151 e 360mg.

Prata (2002), avaliou o periodo de incubacéo e o percentual de eclosdo de Amblyomma
cajennense em diferentes temperaturas de acordo com o dia em que os ovos foram postos,
detectando diferencas significativas entre esses periodos Em relagcdo a temperatura constante
de 27°C, em que fémeas e ovos foram mantidos, verificou que 0s ovos postos Nos primeiros
cinco dias e, a partir do 21° dia apds o dia de inicio de postura, necessitaram de um periodo de
incubacdo significativamente maior (acima de 30 dias) do que os ovos provenientes da fase
intermediéria de postura (28 a 29 dias). Com relacéo ao percentual de eclosdo, constatou que a
eclosdo larval em ovos provenientes do final da postura (a partir do 26° dia apés o dia de
inicio) foi dignificativamente mais baixa que as demais, chegando a zero nos ovos
correspondentes aos Ultimos dias da postura. Verificouse também que a eclosdo também foi
menos eficiente em relacdo aos ovos do primeiro e segundo dias apGs o inicio da postura (85 e
86,25%, respectivamente) em comparacdo aos ovos postos na fase intermediaria (acima de
90%). Estas observacbes ja foram feitas em outras espécies por outros autores
(HITCHCOCK, 1955; BENNETT, 1974; LONDT, 1977; CAMPBELL; HARRIS, 1979).

Como no trabalho de Prata (2002) os ovos foram mantidos em condi¢cdes 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 absorc¢éo de agua prévio a postura, ao invés de uma perda de agua pos-oviposicéo. Citando
como exemplo, falhas na formacdo e desenvolvimento dos primeiros oocitos destacados,
disturbios ao desencadear o processo de fertilizacéo ou problemas no inicio dos processos de
endurecimento e deposi¢cao de substancias impermeabilizantes na casca dos 0vos, pois estes se
encontravam escuros e encarquilhados, evidéncias de desidratacdo. Estas informacoes
encontram paralel o em experimentos realizados com outras espécies de Ixodideos, em que foi
destacada que a perda de &gua devido a uma impermeabilizacdo deficiente ou a submisséo a
um ambiente de baixa saturacéo € a maior responsavel por falhas no processo de ecloséo
(SAUER; HAIR, 1971; LONDT, 1977, MORAES et al., 1987, STREY et d., 1996;
SUTHERST et a., 1999).

Em relacéo a D. variabilis, a emergéncia de larvas foi reduzida nos ovos dos ultimos
dias de oviposicdo. A razdo para esta diminuicdo pode ser devido a teledginas diminuirem o
nivel de nutrientes disponibilizados aos ovos e/ou 0 estogque de espermas diminuirem para 0s
ultimos poucos ovos produzidos (SONENSHINE; TIGNER,1969; CAMPBELL; HARRIS,
1979).

Cancado (2004) ao observar o efeito de diferentes agregacOes sobre 0s processos de
muda para ninfa e adultos em Haemaphysalis leporispalustris e R. sanguineus concluiu que
para as duas espécies estudadas o grau de agregacdo dos espécimes influencia parametros
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biol6gicos como a ecdise ninfal e de adultos, mas ndo o percentua de ecdise nas duas
espécies estudadas.

Carvalho (2005) avaliou o efeito da umidade relativa na embriogénese de A.
cajennense, R. sanguineus, B. microplus e Anocentor nitens. Observando que existem perdas
no conte(ido dos ovos de A. cajennense, B. microplus e A. nitens ao longo da embriogénese
somente em umidades relativas inferiores a 70%, aumentando assim 0 nimero de ovos por mg
ao longo do periodo embrionario. Sendo o estagio embrionario o mais afetado pela umidade
relativa.

2.4 Proteinas dos Ovos e Hemolinfa de Carrapatos
2.4.1 Proteinas dos ovos

Estudos visando a caracterizacéo e fisiologia da degradacéo da vitelina em carrapatos
foram realizados por Boctor e Kamel (1976), que caracterizaram dois tipos de lipovitelinas
dos ovos de D. andersoni, com um dia de postura, através da mobilidade eletroforética das
mesmas.

Iwuala et al. (1981) realizaram estudos quantitativos das proteinas, &cidos graxos
livres e glicogénio dos ovos de Amblyomma variegatum e Boophilus decoloratus ao longo do
periodo de postura, verificando que o contelido protéico dos ovos postos inicialmente é
comparativamente mais elevado que os dos ovos postos durante o periodo de declinio da
postura. No entanto, vale ressaltar, que nos ovos dos Ultimos dias de postura houve uma
elevacdo do conteldo protéico, que atingiu niveis proximos aqueles do inicio da postura. Os
autores entdo sugeriram um modelo de curva em forma de “U” para representar os niveis
protéicos durante a oviposicdo. Ilwuala et al. (1981) ndo puderam encontrar explicacdes para
este fendbmeno, mas levantaram hipéteses baseadas na fase de quebra das proteinas obtidas da
alimentacdo no hospedeiro e utilizacdo das mesmas na sintese das glicolipoproteinas durante a
ovogénese e da quebra das proteinas em aminoécidos até o ponto de inicio da organogénese e
formag&o dalarva, quando haveria um déficit entre o processo anabdlico e catabdlico.

Rosell e Coons (1991) purificaram e caracterizaram a vitelina de ovos do carrapato D.
variabilis usando filtracdo em gel e cromatografia de transferéncia iénica, onde duas proteinas
da vitelina foram identificadas e nomeadas vitelina A 480 KDa e vitelina B 370 KDa

De acordo com Chinzel (1983), das proteinas totais dos ovos de O. moubata, 80% sdo
proteinas da gema. James e Oliver (1997) purificaram e caracterizaram parcialmente a vitelina
dos ovos frescos de Ixodes scapularis A proteina purificada teve peso total de 480KDa. Em
gel de eletroforese desnaturante, a vitelina mostrouse composta por sete subunidades
polipeptidicas com 154, 135, 87, 78, 67, 64 e 35 KDa @da. Também foram detectados
lipidios através de cromatrografia de camada fina (TLC), estes foram triglicerideos, é&cidos
graxos livres e colesterol, aém de proteinas, carboidratos e componentes heme, mostrando
gue como em outros carrapatos, a Vviteina de 1. scapularis € também uma
hemoglicolipoproteina. Imunologicamente foi observado que a vitelina de |. scapularis é
semelhante a0 seu precursor, a vitelogenina, sendo que através da cromatografia e técnicas
eletroforéticas os resultados indicaram que a vitelogenina isolada do corpo gorduroso possuli
sei's polipeptideos, enquanto a vitelina nos ovos possui sete polipeptideos.

Estudos da degradacéo das proteinas ao longo do desenvolvimento embrionério de
ovos de B. microplus foram realizados por Logullo et a. (1998), através do acompanhamento
da acdo das proteases, especificamente da enzima Boophilus Yolk Cathepsin (BYC), a qua
pode ser uma precursora de uma proteinase aspartica (executa a funcéo de degradar viteling).
Através deste estudo, os autores descreveram o isolamento e parcial caracterizacdo daBYC, e
forneceram evidéncias sugerindo que esta enzima executa uma funcdo no desenvolvimento
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embrion&rio de carrapatos. Através de eletroforese, puderam observar que a enzima é
composta de duas bandas protéicas de 54 e 49 KDa.

Andreotti et a., (2001) purificaram e caracterizaram bioquimicamente inibidores de
serina proteinase durante o desenvolvimento dos ovos de B. microplus Extratos crus das
amostras foram analisados por SDS-PAGE, e mostraram trés maiores bandas de proteinas
com 42, 62 e 85 KDa em ovos de cinco dias. Os resultados mostraram uma pequena diferenca
no padréo de proteinas, com uma banda de proteina de 20 KDa nas amostras de ovoscom 5 e
15 dias, que n&o foi observada nas amostras com 26 dias de idade.

Para estudar os mecanismos de ligagdo e armazenamento da vitelina do carrapato B.
microplus, Logullo et a. (2002) descreveram a purificac8o e parcial caracterizacdo da mesma.
Evidenciaram que esta molécula € uma proteina ligadora de heme que funciona como um
estoque de heme e como antioxidante para o0 desenvolvimento do embrido, pois
imediatamente apds a oviposicdo, a vitelina de B. microplus contém aproximadamente um
mol de heme por mol de proteinas e durante o desenvolvimento embrionério cerca de um
terco da vitelina dos ovos € degradada. Tavez, devido a degradacéo de parte da vitelina
durante a embriogénese, o perfil de proteinas que compdem a vitelina foi alterado, com
substancial perda de quatro apoproteinas ao longo da embriogénese, duas dessas apoproteinas
tiveram seus pesos moleculares identificados que foram 205 e 116 KDa, smultaneamente
houve o aparecimento de novas bandas de proteinas de pesos moleculares 60 e 30 KDa
aproximadamente. A explicacdo dos autores para estes resultados € que a vitelina de B.
microplus € processada através de uma protedlise limitada durante o desenvolvimento e os
polipeptideos produzidos permanecem ligados as particulas de lipoproteinas, levando a uma
diminuicdo relativamente modesta da massa molecular das proteinas presentes nos ovos
frescos. Deste modo, os autores concluiram que a degradacdo da vitelina inicia-se
imediatamente depois da oviposi¢éo e durante o periodo de embrionamento 40% da vitelina
origina é consumida. Entretanto, a quantidade total de heme presente nos ovos permanece
extraordinariamente constante através do desenvolvimento embrionario e larval. Estes
resultados sugerem que a maioria das moléculas heme liberadas pela degradagdo da gema nos
cinco primeiros dias ndo sdo usadas pelo embrido, permanecendo ligadas a moléculas de
vitelina que sobram. No fim do desenvolvimento, uma vez completa a organogénese, o
sistema digestivo seqliestra a gema e por isso 0 aumento na taxa de degradacdo da vitelina é
observado na Ultima semana, podendo ser considerado como uma digestdo in natura (digestéo
natural).

Seixas et a. (2003), purificaram e caracterizaram uma cisteina endopeptidase
degradadora de vitelina (VTDCE) dos ovos do 1° ao 12° dia de oviposi¢do, do carrapato B.
microplus. A enzima purificada foi confirmada através de capilaridade e gel de eletroforese
nativo, 0 SDS-PAGE sugeriu que a enzima é um dimero (2 subunidades) de 17 e 22 KDa
unidos através de ligagdo ndo covalente por pontes de dissulfeto. Esta enzima € estreitamente
associada com a vitelina Como proteases de subclasse das cisteinas endopeptidases
frequentemente participam da degradacdo da gema dos ovos de artrépodes, os autores deste
trabalho acreditam que o substrato fisiologico para VTDCE é a vitelina, e que a VTDCE é a
maior enzima envolvida ro processamento da gema durante o desenvolvimento embrionario
de B. microplus.

Abreu et a. (2004), caracterizaram a funcdo da Boophilus Yolk Cathepsin (BYC),
anteriormente identificada por Logullo et a. (1998), no consumo da vitelina durante o periodo
de acidificagcdo cortical que ocorre na embriogénese em ovos de B. microplus. Seu peso
molecular é de 54 KDa e esta proteinase € ativada in vitro através da auto-protedlise quando
incubada em pH acido, sendo convertida para um polipeptideo de peso molecular 47 KDa que
pode ser detectado in vivo, durante a embriogénese. O autor sugere que a acidificagdo dos
granulos da gema comecam acerca do quarto dia de embriogénese, como consequiéncia do
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aumento da atividade da H" - ATPase. Este evento permite a ativagio da BYC local, que ira
degradar a vitelina durante este periodo.

Silveira et a. (2006), observaram uma enzima de peso molecular 45 KDa chamada
tirosina fosfatase nos ovos de B. microplus durante a embriogénese. Esta enzima é
responsavel pela degradacéo dos residuos de fosfotirosina da vitelina. A defosforilacdo dos
residuos de fosfotirosina da vitelina permite que a vitelina seja degradada por enzimas
proteoliticas.

2.4.2 Proteinas da hemolinfa

Gudderra et al. (2002), em uma revisdo de literatura sobre as proteinas da hemolinfa
em carrapatos reuniram diversos achados sobre as proteinas em ixodideos.

Em insetos, como em carrapatos, a vitelogenina circulante na hemolinfa é precursora
da proteina vitelina da gema do ovo. Durante a vitelogénese, a vitelogenina é sintetizada
através do corpo gorduroso e liberada na hemolinfa. Uma vez na hemolinfa, a vitelogenina €
seletivamente absorvida através do oo6cito em desenvolvimento via endocitose mediada por
receptores, onde ela é estocada como vitelina e serve como um recurso nutricional para o
desenvolvimento embrionério (RAIKHEL, 1992; SAPPINGTON et a., 1995).

Gudderra et al. (2002), ainda estudaram as proteinas da hemolinfa de carrapatos, com
0 intuito de conhecer como as proteinas do sangue séo degradadas e convertidas em proteinas
da hemolinfa. Em D. variabilis, a vitelina A tem um peso molecular de 480 KDa e a vitelina
B 370 KDa (ROSELL; COONS, 1991), enquanto em |I. scapularis, a vitelina tem 480 KDa e
contém oito subunidades com peso molecular de 48 a 145 KDa (JAMES; OLIVER, 1997,
1999b). Em geral, a composicdo de carboidratos, lipidios e aminoacidos da vitelina é similar
em insetos e carrapatos, mas as proteinas dos carrapatos (vitelina e vitelogenina) sdo
hemeglicolipo-proteinas (CHINZEI et a., 1983; ROSELL; COONS, 1992; JAMES,
OLIVER, 1996, 1999a; TAYLOR; CHINZEI, 2001).

Hemoproteinas ou hemoglicoproteinas associadas com a vitelogénese tém sido
descritas em R. sanguineus, O. moubata e B. microplus (ARAMAN, 1979; DIEHL, 1969,
1970; TATCHELL, 1971). Shanbaky et a. (1990) relataram hemoglicoproteinas na hemolinfa
de Argas (Argas) hermanni adultos. Proteinas encontradas na hemolinfa também ocorrem na
glandula salivar ou saliva de Rhipicephalus appendiculatus (WANG; NUTTALL, 1994).

SDS-PAGE de extratos do corpo de carrapatos, larvas, ninfas e adultos parcialmente
alimentados revelou cinco proteinas (68, 57, 50, 47 e 43 KDa) comuns para duas espécies
diferentes de carrapatos, Hyalomma anatolicum e B. microplus (GOSH; KHAN, 2000).
Proteinas (98 e 93.5 K) ndo associadas com a \telogénese ocorrem na hemolinfa de H.
dromedarii adultos (SCHRIFER, 1991). Similarmente, uma proteina de 270 KDa com duas
subunidades (98 e 93 KDa) é a proteina mais abundante na hemolinfa da fémea de D.
variabilis (SULLIVAN et a., 1999).

Um novo membro da familia das a-2- macroglobulinas (a2M) inibidores de proteases
tem dSdo identificado no plasma de O. moubata (KOPACEK et d., 2000). ? &
macroglobulina dos carrapatos (TAM) € uma glicoproteina com um peso molecular de 420
KDa pelo PAGE e 500 KDa através da filtracdo do gel. TAM migra como uma Unica banda
de 190 KDa sob condic¢Bes ndo reduzidas e através do SDS-PAGE sob condicdes reduzidas,
TAM consistiu de duas subunidades, de 75 e 92 KDa.

A principal proteina da hemolinfa de B. microplus é a chamada HeLp (heme
lipoprotein from the hemolymph), testes indicam que esta proteina € responsavel pelo
transporte de heme da hemolinfa aos tecidos, e que possui um peso molecular aparente de
354KDa com duas apoproteinas (103 e 92 KDa) encontradas em igua quantidade. Esta
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mesma proteina possui duas moléculas heme, e € capaz de se ligar a seis moléculas heme
adicionais(MAYA —MONTEIRO et al., 2000).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local de Execucdo

Todo o procedimento de colonizagcdo das teledginas para obtencdo das posturas foi
realizado no Laboratdrio de Ixodologia e o congelamento dos ovos a — 20°C no Laboratério
de Hemoparasitos ambos localizados na Estacdo para Pesquisas Parasitologicas W. O. Neitz
do Departamento de Parasitologia Animal / Ingtituto de Veterinaria, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro. As analises bioquimicas iniciais das proteinas foram realizadas no
Laboratério de Biologia Molecular e posteriormente, a eletroforese em gel de poliacrilamida
no Laboratério de Coccidios e Coccidioses, todos pertencentes ao Departamento de
Parasitologia Animal da UFRRJ localizada na Rodovia BR 465, Km 7, Rio de Janeiro —
Brasil.

3.2 Origem e Manutenc&o dos I xodideos no L aboratorio
3.2.10rigem

Teledginas de R (B.) microplus e R. (R) sanguineus foram obtidas através de
infestacdes artificiais em bovinos e coelhos, respectivamente, sendo os espécimes de R. (B.)
microplus proveniente da segunda geracéo de colénia mantida no Laboratorio de Fungos
Entomopatogénicos (DPA/IV/UFRRJ) e R. (R.) sanguineus oriundos da quinta geracdo da
col6nia mantida no Laboratério de Ixodologia.

3.2.2 Manutencao das fémeas ingurgitadas

Fémeas de R (B.) microplus e R (R) sanguineus foram lavadas em solucéo de
hipoclorito a 1%, enxaguadas em &gua corrente e, secas em papel toaha Apds o
procedimento de limpeza, as fémeas foram coladas com esparadrapo em decubito dorsal em
placas de Petri, essas placas foram acondicionadas em estufa biolégica para postura sob
condigdes controladas (27 + 1°C, 80 + 5% UR, escotofase).

Em virtude do objetivo proposto, foi necessario que houvesse sincronismo do inicio da
oviposicdo das fémeas de cada espécie e como consequiéncia disso, 0 nimero de exemplares
utilizados para compor o “pool” variou como mostrado na Tabela 01. O peso médio das
fémeas utilizadas esteve dentro do observado na literatura BELLATO; DAEMON, 1997,
BORGES et a., 2001; LOUZADA; DAEMON, 2003). A utilizacdo de fémeas que iniciaram
postura na mesma data garantiu que os ovos do “pool” coletado diariamente correspondessem
a0 mesmo dia de postura de cada teledgina, e que os ovos congelados diariamente para
avaliacdo da embriogénese estivessem com a mesma idade ao terem seu desenvolvimento
embrionério interrompido.

3.3 Procedimento para Obtencéo dos Ovos de | xodideos
3.3.1 Por dia de postura

Iniciada a postura e até seu término, amostras diarias de 50 mg foram recolhidas e
acondicionadas em tubos tipo eppendorf, identificadas e preservadas a —20°C. Nos ultimos
dias que antecedem o final da postura devido ao decréscimo natural da oviposicdo, as posturas

didriasde R (B.) microplus e R. (R.) sanguineus ndo atingiram os 50 mg coletados no inicio
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da oviposicdo, mesmo assim as amostras diarias foram coletadas, pesadas, identificadas e
acondicionadas conforme mencionado anteriormente.

Tabela 1. NUmero e peso médio das fémeas utilizadas por espécie de Ixodida para obtencéo
das amostras de ovos.

ESPECIE Ne. DE EXEMPLARES PESO MEDIO (MQ)
R (B.) microplus 57 217,9+ 442
R. (R.) sanguineus 69 1279+ 30,1

3.3.2 Por dia deincubacdo

“Pools’ de ovos do terceiro e quarto dias de postura de cada espécie foram separados
em aliquotas de 50 mg. Estas aliquotas foram acondicionadas em tubos tipo “ eppendorf” com
furos natampa, e mantidas em estufa biol 6gica sob as condi¢des de temperatura e umidade ja
descritas. Diariamente, uma das aliquotas foi congelada a— 20°C. A Ultima aiquota congelada
continha a primeira larva eclodida, caracterizando o final do periodo embrionario.

O terceiro dia de postura foi escolhido como o dia zero de desenvolvimento
embriondrio, pois é relatado na literatura como dia de pico de postura em espécies de
ixodideos e, com percentua de eclodibilidade em torno de 100% (PRATA, 2002,
LOUZADA; DAEMON, 2003). O quarto dia de postura, também foi separado em aliquotas
caso o terceiro dia ndo compreendesse todo o periodo de embriogénese.

3.4 Preparo das Amostr as para Dosagem das Proteinas Totais e Eletr oforese

Para obtenc@o de extrato protéico e dosagem das proteinas totais, 0s ovos armazenados
por dia de postura e incubacdo a —20°C foram descongelados em temperatura ambiente de 23
+ 1°C, lavados com tamp&o fosfato pH 7,4 (Anexo A) e em seguida macerados entre gral e
pistilo estéreis com 1ml de solucdo de tamp&o de lise diluido (Anexo B). A solucéo formada
foi filtrada em membrana de milipore de 0,45nm.

Apés filtracdo, a desnaturacdo quimica foi realizada através da adicdo de 100ul de
tampdo de amostra cinco vezes concentrado (Anexo C) em 500ul da solucdo de amostra
filtrada. Em seguida, para a realizacdo da desnaturacéo fisica, as amostras foram colocadas
em agua fervente por trés minutos utilizando-se um suporte de isopor, para que ndo ficassem
totalmente imersas e corressem 0 risco de abrir devido a pressdo formada dentro do
“eppendorf”, perdendo assim as amostras. Posteriormente, as amostras foram resfriadas em
temperatura ambiente de 23 + 1°C, e novamente congeladas a -20°C.

A técnica utilizada para dosagem de proteinas totais dos ovos de R (B.) micropluse R.
(R) sanguineus foi a descrita por Bradford (1976), onde cada amostra de ovos por dia de
postura e incubacdo foi dosada em triplicata. A concentracéo final das proteinas foi expressa
pela média das trés dosagens. Para realizac8o das dosagens, as amostras desnaturadas foram
cinco vezes diluidas. Apds a obtencdo da curva padrdo, a concentragdo protéica de cada
amostra foi calculada em mg/ml, posteriormente concentracdo foi convertida para ug de
proteinas em mg de ovos. Obtida a concentragdo das proteinas totais de cada amostra, foi
calculado o volume de extrato para que a quantidade de proteina utilizada em cada poco do
gel de poliacrilamidafosse de 30nmg (LAEMMLI, 1970).

O sstema utilizado para €eletroforese foi 0 sistema vertical de gel descontinuo (em
duas camadas), onde as anostras sofreram uma primeira corrida, no gel de empilhamento
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denominado “staking gel” 5% (Anexo D), a corrente de 80 volts, 25mA e 20 Watts. Quando o
padrdo de peso molecular (BioLabs®) se encontrou no limite entre os géis, realizouse a
corrida de resolucéo, no denominado “resolving gel” 10% (Anexo E). Nesta segunda camada
de gel a corrida foi realizada sob corrente de 100 volts, 30mA e 20 Watts. O padréo de peso
molecular teve abrangénciade 32.5 - 175 KDa.

3.5 Coloracéo, Descolor acdo, Analise e Montagem do Gel

Efetuada a corrida de eletroforese, os géis foram mergulhados em solugdo de pré-
fixacdo (50ml de metanol, 7ml de &cido acético e 43ml de agua destilada) por quinze minutos;
depois em solucdo corante (500ml de metanol, 70ml de acido acético, 430ml de agua
destilada e 0,5g de Azul Brilhante de Commasie) por 45 minutos. Em seguida a descoloragéo
foi realizada dividindo-se a solugdo de metanol 25%, acido acético 10% e agua destilada 65%
em duas partes de 500ml. Desta forma o gel permaneceu na primeira parte durante toda noite
e na segunda durante 15 minutos, onde residuos de coloragdo foram retirados para completa
revelacdo do zimograma. Posteriormente os géis foram mergulhados na solugdo de fixacdo
pos-coloracdo (&cido acético a 5%) durante trinta minutos.

Os géis foram montados entre papel especia de celofane poroso, para conservacdo e
realizacdo de andlises. Para calcular o peso molecular das bandas protéicas, os géis foram
analisados pelo programa Quantity one (Bio Rad®). As estimativas dos pesos moleculares das
bandas protéicas dos zimogramas foram obtidas tendo como parémetro a curva de calibragcéo
do padréo de peso molecular corrido paralelo as amostras em cada gel.

3.6 Andlise dos Dados

Os parametros biol 6gicos foram observados de acordo com Bellato e Daemon (1997),
estes foram periodos de pré-postura, de postura e de incubacdo. O ritmo de postura foi
observado segundo Prata (2002). Os indices de Eficiéncia Reprodutiva e Nutricional de R.
(R) sanguineus foram calculados segundo Bennett (1974). Para R. (B.) microplus indice de
Eficiéncia Reprodutiva foi calculado considerando a massa total de ovos em relacdo ao peso
total das fémeas, e o Indice de Eficiéncia Nutricional através da massa total de ovos sobre a
diferenca entre o0 peso total das fémeas ingurgitadas e quendgenas.

Os dados das concentragdes protéicas foram analisados através de correlagdo com os
dias de postura e os dias de embriogénese. Para isso, foi utilizado o coeficiente de correlacéo
de Pearson (r), com os dados de concentracdo transformados |ogaritimicamente [log (X+1)].
Os dados foram transformados ap0s o descarte da normalidade (teste de Shapiro-Wilk) (Ayres
et a. 2005).

Apobs andlise do peso molecular das bandas protéicas, os géis foram verificados para
auséncia ou presenca das bandas nos zimogramas.
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4 RESULTADOSE DISCUSSAO
4.1 Par ametr os Biol 6gicos

Considerando que para efeito de anadlise os parametros e indices referentes a biologia
da oviposicdo sdo importantes para detectar fontes de variacdo devido a fatores abiéticos,
estes foram registrados e comparados com os dados da literatura da fase ndo parasitaria das
fémeas utilizadas.

O periodo pré-postura de todas as 57 fémeas de R (B.) microplus utilizadas neste
experimento foi de dois dias. Quanto ao periodo de postura expresso na Tabela 2, observa-se
gue algumas fémeas chegaram até o 21° dia em oviposi¢do, com valores médios de 13,23 +
5,52 dias. O periodo embrionario estendeuse até o 35° dia, quando as primeiras larvas
eclodidas foram observadas.

Tabela 2. Peso totad da massa de ovos (mg) e nimero de fémeas de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus por dia de postura sob condic¢des controladas de laboratorio (27+1°C,
80+5% UR).

DIA DE % DE FEMEASEM NUMERO DE FEMEAS  PESO DA MASSA DE
POSTURA POSTURA ovos(mg)

1 100 57 288,7
2 100 57 945,4
3 100 57 1.219,6
4 100 57 1.231,8
5 78,95 45 1.387,8
6 77,19 44 822,8
7 77,19 44 4529
8 77,19 44 524,0
9 77,19 44 280,2
10 77,19 44 164,3
11 71,93 41 92,4
12 71,93 41 46,0
13 71,93 41 26,9
14 63,16 36 15,1
15 56,14 32 9,3
16 42,10 24 3,8
17 31,58 18 2,4
18 10,53 6 0,8
19 8,77 5 0,4
20 3,51 2 0,2
21 5,26 3 0,2

Em R (B.) microplus, os valores calculados de IER e IEN foram 60,51% e 80, 02%
respectivamente. Estas observacOes estdo de acordo com os achados de Louzada e Daemon
(2003), que utilizaram as mesmas condices de temperatura e umidade do presente
experimento. O IER das fémeas de R. (B.) microplus (60,51%) esta de acordo com Borges et
a. (2001), que observaram que as fémeas coletadas no periodo seco (abril a setembro)
pesando entre 151 e 360mg e colocadas sob as mesmas condigdes controladas do presente

16



experimento possuiam maior |ER variando de 47,6 a 58,3%, neste mesmo periodo foram
realizadas as coletas do presente experimento.

Os periodos de pré-postura e postura do presente experimento diferem dos observados
por Gallardo e Morales (1999), que utilizaram diferentes condicdes experimentais (23 + 1°C,
fotoperiodo 12 h), observando periodo de pré-postura de 4,74 dias e periodo de postura de
23,39 diasem B. microplus.

Embora fossem esperados um pico de postura e um periodo de incubacéo condizente
com os achados de Louzada e Daemon (2003), que utilizaram as mesmas condi¢Oes de
umidade e temperatura do presente experimento para R. (B.) microplus e onde o pico de
postura ocorreu no terceiro dia de oviposicdo, os parametros do presente experimento
concordam com as observagOes de Gallardo e Moraes (1999), que utilizaram diferentes
condicdes experimentais e observaram o pico de postura no quinto dia apés inicio da postura e
periodo de incubacdo médio de 38,46 dias em B. microplus. O pico de postura do presente
experimento ocorreu no quinto dia apés inicio da postura (Figura 1).

O mesmo dia de pico observado por Gallardo e Moraes (1999) ocorreu em A.
cajennense, quando as fémeas foram colocadas em 27 + 1°C durante o periodo de pré-postura
e a 32 * 1°C durante o periodo de postura, este mesmo pico foi observado quando as
temperaturas acima citadas foram invertidas durante estes processos bhioldgicos (PRATA,
2002).

O tempo de embriogénese observado no presente experimento para R. (B.) micropluse
por Gallardo e Morales (1999), pode ter sido devido a diminui¢cdo da massa de ovos, pois
neste trabalho, a massa de ovos foi separada em aiquotas de 50 mg; enquanto no experimento
de Gallardo e Morales (1999), a incubacéo foi observada em “pools’ de ovos separados por
dia de postura. Desta maneira, suspeita-se que houve um menor fator de agregagdo nos ovos
separados em grupos de 50mg (CANCADO, 2004), aumentando assim o periodo de
incubac&o normalmente observado a 27°C.

Em relacdo a R. (R) sanguineus as fémesas tiveram um periodo de pré-postura de 3,91
+ 0,70 dias, periodo médio de postura de 14,83 + 2,62 dias (Tabela 3). O pico de postura
ocorreu no quarto dia apds inicio da oviposicdo (Figura 1) e o periodo embrionario estendeu
se até 0 41° dia. O IER médio foi de 65,68 + 10,72 %, enquanto o IEN foi de 80, 75 + 8,04 %,
calculados de acordo com Bennett (1974).

O modelo de ritmo de oviposi¢éo observado para R. (R.) sanguineus, cuja producéo de
ovos inicialmente baixa foi rapidamente elevada atingindo o pico no 4° dia de postura (Figura
1), enquadrase no tipo | representativo para a espécie conforme Dipeolu (1991). Vale
ressaltar que a curva de oviposicdo observada por Bellato e Daemon (1997) para R.
sanguineus, apresentou modelo distinto em virtude de suas observacles, que ao invés de
didrias foram a cada trés dias. O periodo médio de postura esta de acordo com o observado
por Bellato e Daemon (1997), embora o periodo de incubacéo de 41 dias tenha extrapolado
em 23 dias a média do periodo de incubacdo encontrado pelos mesmos autores. Da mesma
forma que para R. (B.) microplus, essa diferenca pode ser explicada pela desagregacéo da
massa de ovos frescos em aliquotas de 50mg, que pode ter interferido na manutencdo das
condi¢des microclimaticas necessérias ao desenvolvimento do embrido quando em agregados
maiores (CANCADO, 2004).

17



—4&—R. (R.) sanguineus ——R. (B.) microplus

1600 -

1400 -

1200 A

1000 A

800 -

600 -

Massa de ovos em mg

400 -

200 A

0 T T T™
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Dias de postura

Figura 1. Ritmo de postura didria de fémeas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus e
Rhipicephal us (Rhipicephalus) sanguineus sob condicdes controladas de laboratorio (27+1°C,
80+5% UR, escotofase).

Tabela 3. Peso tota da massa de ovos (mg) e nimero de fémeas de Rhipicephalus
(Rhipicephalus) sanguineus por dia de postura sob @ndicdes controladas de laboratdrio
(27+1°C, 80+5% UR, escotofase).

DiA DA % DE FEMEASEM  NUMERO DE FEMEAS  PESO DA MASSA DE
POSTURA POSTURA oVvOos(mg)

1 100 69 578,2
2 100 69 1.028,6
3 100 69 816,7
4 100 69 1.377,8
5 100 69 531,3
6 100 69 630,4
7 98,55 68 459,9
8 97,10 67 271,3
9 94,20 65 1422
10 94,20 65 96,1
11 91,30 63 59,1
12 86,96 60 33,3
13 84,06 58 18,4
14 71,01 49 5,6
15 56,52 39 2,3
16 40,58 28 60*
17 15,94 11 19*
18 13,04 9 12*
19 4,35 3 5*

* ndmero de ovos
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4.2 Dosagem das Proteinas Totais na Oviposicao

As médias das concentragOes protéicas dos ovos de R (B.) microplus por dia de
postura estdo apresentados na Tabela 4. De acordo com a analise estatistica, existe correlacéo
positiva entre os dias de postura e a concentracé de proteinas dos ovos de R. (B.) microplus
(r= 0,857; p<0,01). Na Figura 2 pode-se observar que a concentracdo protéica dos ovos foi
constante durante o periodo de postura inicial, sofrendo uma pequena elevacéo entre os dias
seis e 13. A partir do 14° dia, observa-se um répido aumento na concentragdo de proteinas,
atingindo a concentragdo méxima no Ultimo dia de postura.

Tabela 4. Concentragdo das proteinas totais em micrograma por miligrama de ovos de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus em relagdo aos dias de postura sob condigoes
controladas de laboratério (27+1°C, 80+5% UR, escotofase).

DIA DA POSTURA CONCENTRAGAO DE PROTEINAS (pHg/mg de ovos)
1 246,62
2 240,26
3 266,24
4 297,54
5 2429
6 334,66
7 312,92
8 334,66
9 352,16
10 320,34
11 334,66
12 298,54
13 329,26
14 467,15
15 658,67
16 1.165,39
17 1.712,62
18 4.773,25
19 10.143,00
20 14.585,00
21 15.513,00
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Figura 2. Concentracles protéicas em micrograma de proteina por miligrama de ovos de
Rhi picephal us (Boophilus) microplus e Rhipicephalus (Rhipicephalus) sanguineus por dia de
postura sob condi¢cdes @ntroladas de laboratério (27+1°C, 80+5% UR, escotofase); A -
concentracdo de proteinas em ng/mg de ovos, B - concentragdo de proteinas log
transformada.
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As médias das concentraces protéicas dos ovos de R. (R.) sanguineus por dia de
postura estdo expressos na Tabela 5. Através da correlacdo de Pearson, observa-se que existe
correlacdo positiva entre a concentragdo de proteinas e os dias de postura de R (R)
sanguineus (r=0,696; p<0,01). Ainda na Figura 2, observa-se que a concentracdo de proteinas
néo se altera até o 14° dia de oviposicdo, do 15° ao 19° dia, ha um rdpido aumento nas
concentragdes até atingir pico no Ultimo dia da postura.

Os achados relativos as duas espécies estudadas diferem dos de Iwuala et al. (1981),
gue realizaram estudos quantitativos das proteinas dos ovos de A. variegatum e B. decoloratus
a0 longo do periodo de postura. Os autores observaram que a concentracao de proteinas nos
ovos durante o periodo inicia e fina de postura € mais elevada do que a dos ovos do periodo
intermediério de postura. Podendo ser utilizado um modelo de curvaem “U”, para representar
as variagbes na concentracdo de proteinas durante a oviposicdo. Sendo que nos ovos dos
ultimos dias, a concentracdo de proteinas ndo € tdo elevada quanto nos dias de inicio da
postura, embora chegue a niveis proximos. As diferencas entre o presente trabalho e lwuala et
al. (1981) podem ser explicadas pelo uso de diferentes metodologias quanto ao
armazenamento dos ovos até o momento da dosagem, pois Iwuala et a. (1981) ndo deixa
claro se houve interrupcéo da embriogénese ou se a concentracdo de proteinas foi dosada em
ovos frescos. No atual experimento, observa-se que a concentragdo das proteinas nos ovos
aumenta ao longo do periodo de incubacdo, desta forma, as concentracBes de proteinas dos
ovos dos primeiros dias de postura do experimento de Iwuala et al. (1981) podem ter sido
alteradas caso 0s ovos ndo tenham tido seu desenvolvimento embrionario interrompidos no
dia em que foram postos. Sendo assm, uma comparagdo mais eficaz entre os dois
experimentos se torna inviavel, uma vez que existem hipoGteses ndo confirmadas para a
influéncia da metodologia na concentracdo das proteinas nos ovos utilizados no trabalho de
Iwualaet al. (1981).

Tabela 5. Concentragdo das proteinas totais em micrograma por miligrama de ovos de
Rhipicephalus (Rhipicephalus) sanguineus em relagdo aos dias de postura sob condicdes
controladas de laboratdrio (27+1°C, 80+5% UR, escotofase).

DIA DA POSTURA CONCENTRAGAO DE PROTEINAS (pg/mg de ovos)
1 215,62
2 210,98
3 248,10
4 241,36
5 223,22
6 261,6
7 242,2
8 238,4
9 235,02
10 204,64
11 217,72
12 218,8
13 280,16
14 235,37
15 644,36
16 354,40
17 947,32
18 2.420,76
19 19.454,92
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4.3 Dosagem das Proteinas Totais na Embriogénese

As médias das concentragdes protéicas nos ovos de R. (B.) microplus de acordo com o
dia de incubacdo compdem a Tabela 6. Através da anadlise de Pearson, verificouse que existe
correlacdo positiva entre as concentragdes das proteinas e 0 periodo de embriogénese dos
ovos de R. (B.) microplus (r=0,567; p<0,01) e R. (R.) sanguineus (r=0,547; p<0,01) (Figura
3). Esta correlacdo ndo pode ser explicada pela dessecacdo natural dos ovos, aumentando a
concentracdo das proteinas ao longo da embriogénese (CARVALHO, 2005), pois, todos os
“pools’ de 50 mg foram oriundos do terceiro e quarto dia de oviposicdo e separados
imediatamente apods a coleta, antes de serem colocados em condicdes controladas, evitando
gue fatores ambientais aterassem a massa de ovos e consegientemente, as concertractes de
proteinas dos ovos frescos. As médias das concentracdes protéicas nos ovos de R. (R)
sanguineus de acordo com o periodo embrionario sdo encontrados na Tabela 7.
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Tabela 6. Concentragdo das proteinas totais em micrograma por miligrama de ovos de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus por dia de incubagdo sob condigdes controladas de
laboratério (27+1°C, 80+5% UR, escotofase).

DIA DE INCUBAGAO CONCENTRAGAO DE PROTEINAS (lg/mg de ovos)
1 250,33
2 283,74
3 239,72
4 321,40
5 162,29
6 247,15
7 291,70
8 362,23
9 228,05
10 216,91
11 319,28
12 343,67
13 275,26
14 228,05
15 181,91
16 346,32
17 277,38
18 252,45
19 282,68
20 317,68
21 295,41
22 357,99
23 299,65
24 315,03
25 321,93
26 349,51
27 321,40
28 304,96
29 359,05
30 374,96
31 259,88
32 316,09
33 350,04
34 357,99
35 321,93
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Figura 3. Concentragdes protéicas em micrograma de proteina por miligrama de ovos de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus e Rhipicephalus (Rhipicephalus) sanguineus por dia de
incubacdo sob condigbes controladas de laboratorio (27+1°C, 80+5% UR, escotofase); A -
concentracdo de proteinas em ng/mg de ovos, B - concentracéo de proteinas log transformada.
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Tabela 7. Concentragdo das proteinas totais em micrograma por miligrama de ovos de
Rhi picephal us (Rhipicephalus) sanguineus por dia de incubagdo sob condig¢des controladas de
laboratdrio (27+1°C, 80+5% UR, escotofase).

DIA DE INCUBAGAO CONCENTRAGAO DE PROTEINASEM Lig/mg DE OVOS
0 240,09
1 250,64
2 222,79
3 237,14
4 239,25
5 263,72
6 213,51
7 262,45
8 240,09
9 250,22
10 252,33
11 222,37
12 221,95
13 236,29
14 273,85
15 273,42
16 253,59
17 241,78
18 254,86
19 244,31
20 264,98
21 251,06
22 240,93
23 249,37
24 255,70
25 317,73
26 329,54
27 264,56
28 343,05
29 289,88

30 263,30
31 277,22
32 263,72

25



4.4 Anélise dos Géisde Acordo com o Dia de Postura

Nos zimogramas relativos a R (B.) microplus foram evidenciadas 15 bandas protéicas
Ccujos pesos moleculares aproximados sdo: 226, 160, 123, 101, 83, 74, 69, 64, 59, 56, 51, 49,
38, 36, 33 e 31 KDa(Figura4).

As bandas de 226, 49, 38 e 36 KDa foram detectadas até o 17° dia de postura,
enquanto a banda de 123 KDa foi detectada até o 20° dia de postura, a banda de 101 KDa
apareceu somente nos dias mais proximos do final da postura 15, 18, 19, 20 e 21. Bandas com
peso de 69, 56 e 51 KDa ndo foram detectadas ap6s o 18° dia de postura e a banda de 64 KDa
foi visivel no gel até o 19° dia apos inicio de postura. As bandas com 31 e 33 KDa foram
detectadas até o 14° e 15° dias de postura respectivamente. As demais bandas estavam
presentes em todos os dias de postura. Nota-se que durante o periodo de maior postura todas
as bandas, com excegéo da banda de 101 KDa, foram detectadas.

Em R (R) sanguineus, foram evidenciadas 11 bandas protéicas cujos pesos
moleculares aproximados sdo: 215, 139, 112, 91, 81, 75, 65, 54, 38, 31 e 29 KDa (Figura 5).
As bandas com 139 e 75 KDa estiveram presentes até o 18° dia de postura, as bandas de 112 e
54 KDa foram evidenciadas até o 17° dia de postura. A banda de 91 KDa foi detectada
somente no segundo dia de oviposicdo, enquanto a banda de 29 KDa apareceu apenas no 14°
dia de oviposicdo. A banda de 38 KDa, apareceu até o 17° dia de postura, sendo que nos dias
guatro, cinco, seis e sete estava muito clara e ndo foi detectada pelo programa. As demais
bandas estavam presentes em todos os dias de postura. As variagdes na deteccéo de bandas
durante o periodo de postura das duas espécies Ixodida estudadas, podem ser caracteristicas
das alteracGes na disponibilidade das proteinas aos ovos pelas fémeas. Uma maneira de
compensar a falta de algumas proteinas nos ovos dos Ultimos dias de postura pode ser o
aumento da disponibilidade das proteinas metabolizadas em maior quantidade pelo corpo
gorduroso e consequentemente mais abundantes na hemolinfa das fémeas em oviposi ¢&o.

Estudos anteriores, como o de James e Oliver (1997), que purificaram e caracterizaram
parcialmente avitelina dos ovos de |. scapularis observando que a vitelina nos ovos desta
espécie possui um peso total de 480 Kda e sete sub-unidades com valores préximos aos
detectados no presente experimento, enquanto James e Oliver (1999b), concluiram que a
vitelina contém oito sub-unidades com pesos moleculares entre 48 e 145 KDa. Dessa forma,
as bandas protéicas entre 49 e 160 KDa observadas nos zimogramas de R. (B.) microplus e as
bandas entre 54 e 139 KDa observadas nos zimogramas de R. (R) sanguineus no preserte
experimento, podem ser subunidades de vitelina. Observouse que agumas das bandas
protéicas que ndo estdo presentes até o final da postura sdo supostamente subunidades de
vitelina.

Estudos sobre a degradacdo das proteinas ao longo do desenvolvimento embrionario,
realizados por Logullo et al. (1998), detectaram em B. microplus a presenca de uma enzima
chamada BY C, precursora de uma proteinase aspartica com funcdo de degradar a vitelina.
Esta enzima, quando analisada através de eletroforese, mostrouse composta por duas bandas
protéicas de pesos moleculares 54 e 49 KDa. Abreu et al. (2004) sugeriram que esta enzima
possui peso molecular de 54 KDa, e que através da acidificacdo dos granulos da gema, por
volta do quarto dia de embrionamento, € convertida para um polipeptideo de peso molecular
47 KDa, que pode ser detectado in vivo, durante a embriogénese. Deste modo, com base na
literatura, pode-se sugerir que as bandas observadas no presente trabalho com pesos
moleculares aproximados de 49 e 51 ou 56 KDa em ovos de R. (B.) microplus, podem ser
subunidades da enzima BY C. Nos ovos de R. (R.) sanguineus, ndo foram observadas bandas
com pesos moleculares proximos a47 KDa, a banda de 54 KDa presente durante o periodo de
postura pode ser a enzima BY C encontrada anteriormente em ovos de B. microplus antes do
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guarto dia de embriogénese (ABREU et a., 2004), uma vez que no presente experimento a
embriogénese foi interrompida no dia em que foi realizada a postura.

Seixas et al. (2003), purificaram e caracterizaram uma enzima cisteina endopeptidase
degradadora de vitelina (V TDCE), dos ovos do 1° ao décimo segundo dia de oviposi¢do de B.
microplus. Através de SDS-PAGE, os autores sugeriram que esta enzima é um dimero de
subunidades com peso de 17 e 22 KDa. Embora os autores anteriormente citados acreditem
gue esta é a maior enzima degradadora de vitelina nos ovos de B. microplus ndo podemos
comparar os resultados do presente experimento com os resultados do autor acima citado.
Pois no atual experimento a proteina de meror peso molecular do padréo possui 32.5 KDa,
inviabilizando a identificagcéo de bandas com pesos mol eculares préximos aos observados por
Seixas et al. (2003).

O SDS-PAGE de extratos do corpo de larvas, ninfas e adultos parcialmente
alimentados revelou cinco proteinas (68, 57, 50, 47 e 43 KDa) comuns para duas especies
diferentes de carrapatos, H. anatolicum e B. microplus (GOSH; KHAN, 2000). Nas analises
do perfil das proteinas no presente experimento, durante a postura em R. (B.) microplus,
foram encontradas proteinas com pesos moleculares muito proximos as observadas por estes
autores, o que ndo ocorreu em R. (R) sanguineus, onde apenas duas proteinas dos ovos
tiveram pesos moleculares proximos aquel es observados em H. anatolicum e B. microplus por
Gosh e Khan (2000). Sendo assim, pode-se especular que as proteinas detectadas nos extratos
de R (B.) microplus sdo proteinas da hemolinfa, disponibilizada aos ovos pelas fémeas
durante a oogénese, ou que algumas bandas de proteinas presentes nos ovos, tém a maior
parte de seu contelido direcionados metabolicamente para a composicdo de estruturas em
larvas, ninfas e adultos desta espécie de carrapato.

Em fémeas de D. variabilis, a proteina mais abundante na hemolinfa tem um peso
molecular de 270 KDa, com duas subunidades de 98 e 93 KDa (SULLIVAN et a., 1999). No
presente experimento, Em R. (B.) microplus, ndo foram detectadas proteinas que pudessem
estar relacionadas com este dimero observado por Sullivan et a. (1999). Em R. (R)
sanguineus, uma banda de 91 KDa foi detectada somente no segundo dia de oviposi¢éo e ndo
foram observadas bandas com peso préximo a 98 KDa, ndo se relacionando entdo as proteinas
dessas duas espécies de ixodideos. Pode-se especular que cada espécie tenha seus perfis de
proteinas diferenciados quando diz respeito as proteinas que ndo fazem parte da estrutura da
vitelina.

Maya— Monteiro et al. (2000), observaram que a principal proteina da hemolinfa de B.
microplus, HeLp (heme lipoprotein from the hemolymph), tem um peso molecular de 354
KDa e contém duas apoproteinas de 103 e 92 KDa. Através de testes, foi observado que esta
proteina é responsavel pelo transporte de heme da hemolinfa aos tecidos. Como no presente
experimento, somente uma banda apresentou peso molecular préximo a uma das apoproteinas
da Hel p, supde-se que a Help esta presente somente na hemolinfa de carrapatos alimentados,
nd sendo disponibilizada para os ovos durante a oviposicdo, ou somente uma das
apoproteinas esta presente nos ovos. Deste modo a apoproteina de peso molecular 103 KDa
seria obtida através da alimentacdo no hospedeiro, ligando-se apos repasto sanguineo a outra
apoproteina, que foi disponibilizada aos ovos e esta presente no carrapato adulto.
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Figura 4. Zimogramas dos ovos de Rhipicephalus (Boophilus) microplus ao longo dos dias de postura sob condicfes controladas de
laboratério (27+1°C, 80+5% UR, escotofase).

P - Padréo de peso molecular de proteinas; 1 a 21 - Dias de postura; 32.5 a 175 KDa - Peso das bandas do padréo de proteinas; 31 a
226 KDa - Peso das bandas detectadas de acordo com sua posi¢éo no gel.
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Figura 5. Zimogramas dos ovos de Rhipicephalus (Rhipicephalus) sanguineus ao longo dos dias de postura sob condicfes
controladas de laboratério (27+1°C, 80+5% UR, escotofase).

P - Padrdo do peso molecular de proteinas; 1 a 19 - Dias de postura; 32.5 a 175 KDa - Peso das bandas do padréo de proteinas; 29 a
215 KDa - Peso das bandas detectadas de acordo com sua posi¢céo no gel.



4.5 Andlise dos Géis Durante a Embriogénese

Foram evidenciadas 13 bandas protéicas nos zimogramas relativos a R (B.) microplus
cujos pesos moleculares aproximados séo: 146, 116, 87, 75, 63, 57, 56, 52, 51, 44, 37, 36 e 34
KDa (Figura 6). As bandas com pesos moleculares de 146, 51, 116, 57 e 63 KDa, foram
detectadas até os dias de desenvolvimento 7, 10, 15, 20 e 30, respectivamente. De acordo
com estas observacdes, pode-se sugerir que o perfil apresentado por estas bandas representa
subunidades de vitelina utilizadas para nutricdo do embrido. Do 25° ao 35° dia, uma banda de
44 KDa foi detectada nos zimogramas. De acordo com Silveira et a. (2006), esta banda de
44K Da, pode ser a enzima tirosina fosfatase, responsavel pela degradacdo dos residuos de
tirosina da vitelina para que a mesma segja degradada por enzimas proteoliticas durante a
embriogénese, ndo havendo explicagdo para o ndo aparecimento desta banda nos zimogramas
relativos aos primeiros dias de incubagéo.

Em relacdo a R (R) sanguineus, foram evidenciadas nove bandas protéicas cujos
pesos moleculares aproximados sdo: 243, 169, 129, 93, 82, 69, 58, 38 e 34 KDa (Figura7). A
banda de 243 KDa, somente foi visivel até o décimo dia de incubacdo, enquanto a banda de
129 KDa se tornou substancialmente mais concentrada do sétimo dia de embrionamento em
diante. Estas ateracOes no perfil das proteinas ndo podem ser comparadas com os fendbmenos
embrioldgicos registrados na literatura, ocorridos durante a incubacdo, pois no presente
estudo, a embriogénese extrapola o periodo de tempo registrado necessario para a
eclodibilidade larval.

Bandas com pesos moleculares de 42, 62 e 85 KDa foram observadas por Andreotti et
al. (2001) em ovos de cinco dias de B. microplus. Além dessas bandas, os autores detectaram
uma banda com peso molecular de 20 KDa néo observada no presente experimento. Logullo
et al. (2002) observou o aparecimento de duas bandas com pesos moleculares de 60 e 30 KDa
na fase final da embriogénese de B. microplus. Com base na deteccéo dessas duas proteinas
no final do periodo de incubacdo, os autores concluiram que a degradacéo da vitelinainicia-se
imediatamente ap0s a oviposicdo, e que durante o embrionamento, cerca de 40% da
quantidade de vitelina original é consumida. Depois de completa a organogénese, 0 sistema
digestivo seguiestra a gema dos ovos, levando a um aumento na taxa de degradacéo da
vitelina. Isto ocorre principalmente durante a uUltima semana de incubacéo, nesse periodo
ocorre 0 que os autores consideram uma digestéo in natura. Desta forma, as bandas protéicas
de 44 KDaem R. (B.) micropluse 129 KDaem R. (R.) sanguineus, observadas no presente
experimento, seriam produtos do metabolismo do embrido na fase final de incubacéo.

Com base em uma viséo gera das observagtes feitas durante este estudo, podemos
sugerir que as proteinas disponibilizadas pelas fémeas aos ovos sofrem alteracdes durante o
periodo de postura, com diminuicdo da variedade das proteinas durante este periodo, embora a
concentracdo de proteinas sgja maior nos ovos do final da postura. As proteinas de pesos
moleculares mais baixos sdo encontradas somente nos primeiros dias de postura, sugerindo
esgotamento destes recursos ou inabilidade da fémea em quebrar as proteinas em moléculas
menores, de melhor acesso as enzimas degradadoras de vitelina do embrido. Ainda, existe a
possibilidade de algumas bandas ausentes nos Ultimos dias de postura serem enzimas que
degradam a vitelina. Para esclarecimento dessas e de outras questdes a respeito da diminuicdo
da eclodibilidade larval relacionada aos Ultimos dias de postura, s80 necessarios mais estudos
das variagbes dos componentes dos ovos durante a oviposi¢cdo. Durante a embriogénese,
muitos fatores sdo capazes de afetar as transformagdes ocorridas no interior dos ovos. Por
isso, mais estudos sobre as alteracBes moleculares desta fase do ciclo dos carrapatos séo
necessarios para que se possam relacionar estas alteragGes com as etapas da embriologia dos
Ixodida.
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Figura 6. Zimogramas dos ovos de Rhipicephalus (Boophilus) microplus durante os dias de
incubagéo.

P - Padr@o do peso molecular de proteinas; 1 a 35 - Dias de incubacdo; 32.5 a 175 KDa -
Peso das bandas do padréo de proteinas.
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Figura 7. Zimogramas dos owos de Rhipicephalus (Rhipicephalus) sanguineus durante os
dias de incubacéo.

P - Padrdo de peso molecular de proteinas; 1 a 32 - Dias de incubacdo; 32.5 a 175 KDa -
Peso das bandas do padréo de proteinas.
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5 CONCLUSDES

A variacdo na concentracdo das proteinas dos ovos de R. (B.) micropluse R. (R)
sanguineus esta correlacionada com os dias de postura e incubagdo, através do aumento na
concentracdo de proteinas a medida que o final da postura e eclosdo da larva se aproximam.

Ao longo dos dias de postura, devido a diferenca nos perfis protéicos entre R. (B.)
microplus e R. (R.)) sanguineus pode-se concluir que as proteinas disponibilizadas aos ovos
durante o periodo de postura sdo diferentes entre estas duas espécies.

Ao longo da embriogénese, devido ao desaparecimento e surgimento de bandas
protéicas, pode-se concluir que as proteinas disponiveis para o embrido de R. (B.) microplus e
R. (R.)) sanguineus sdo biotransformadas de modo que ha um perfil de degradacdo particular
para cada espécie.
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ANEXOS

Anexo A — Formula do tampéo fosfato pH 7,4.
Anexo B — Formula do tampéao de lise duas vezes concentrado.

Anexo C — Férmula do tampéo de amostra cinco vezes concentrado.

Anexo D — Férmula do “Staking” gel 5%.
Anexo E — Formulado “Resolving” gel 10%.
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Anexo A — Férmula do tampéo fosfato pH 7,4.

Fosfato de Sodio Monobasico, Monohidratado (NaH,PO4H0)................ 7,89

Fosfato de Sodio Dibasico, Heptahidratado (NaoHPO47H0).................... 38,69
Sodium Dodecyl SUITAE (SDS)...cuuiiiiierieeeie e 2,09

HoO dEIONIZAOAL.......c.coeieiiee e g.S.p 1000ml
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Anexo B — Formula do tampéao de lise duas vezes concentrado.

Trishydroxymethylaminomethane (TRIS)............ccovov i 1,219
Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA).......ccuvviveeeireeeeeeiieee e, 0,372g
NONIAEL P-40... ...t e e e e e e e e 4,0ml
N-tosyl-L-lysine-chloromethylketone (TLCK).......c.oviiiiiiiiii e, 2,0ml

Phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF)..........cocoovii i, 2,0ml
H>0 destilada.
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Anexo C — Férmula do tamp&o de amostra cinco vezes concentrado.

Trishydroxymethylaminomethane (TRIS) 2M pH6,8.............c.covveienis 700m
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)......oovvviiiii i eee e 0,50

[ O N0 == 1] == TSR 480m
(€170 o SRR 2,5ml

Aquecer até quase ferver e depois acrescentar:

2\ T dorTo (o =g o) PSS 1,25ml
AZUI de Bromofen0l.........ccuveviiiieie et 0,5mg
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Anexo D — Férmula do “ Staking” gel 5%.

HoO dESHA0AL. ... .o 4,0ml
ACTITAMIAA300........ccuieiieieeie et 3,3ml
Trishydroxymethylaminomethane (TRIS) 1L5M pH88..........cceiviiiini. 2,5ml
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 10%0.......cccererererierienierieeeeeeee e 0,1ml
Ammonium persulfate (APS) 10%0........ccceevveeeiieie e 0,1ml
N, N, N'- Tetramethylethylenediamine (TEMED)..........ccccoevvvieviieveecieeen, 0,004ml
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Anexo E — Formula do “Resolving” gel 10%.

HoO dESHA0AL. .....coveeeceeeie e e 4,1ml
ACTITaMIAA B090......eeeeeciiseeeee e e 1,0ml
Trishydroxymethylaminomethane (TRIS) L,0M pH6,8................c.cels 0,75ml
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 10%0.......cccererererierienierieeeeeeee e 0,06ml
Ammonium persulfate (APS) 10%0.........ccceveeieiieeieeiee e 0,06ml

N, N, N'- Tetramethylethylenediamine (TEMED)................cccoiinnin. 0,006ml



